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veliki unilamelarni vezikli (ang. large unilamellar vesicles) 
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proteini litičnega kompleksa (ang. Membrane Attack Complex) 
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verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 







največja stopnja vezave analita; izražena v RU 
odzivne enote; pri SPR izražajo stopnjo vezave liganda (ang. response units) 
sfingomielin 
površinska plazmonska resonanca (ang. surface plasmon resonance) 
mali unilamelarni vezikli (ang. small unilamelar vesicles) 
čas potreben za 50% hemolizo 
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Egerolizini iz gliv ostrigarjev ostreolizin A6 (OlyA6), pleurotolizin A2 (PlyA2) in erilizin A 
(EryA) interagirajo s ceramid fosfoetanolaminom (CPE), membranskim lipidom specifičnim 
za nevretenčarje, še posebej za žuželke. Omenjeni lipid se v membranah višjih organizmov, 
vključno s sesalci, nahaja v sledovih, ali ga sploh ni. Egerolizini, skupaj s proteinskim 
partnerjem pleuorotolizinom B (PlyB), ki ga proizvaja ista gliva, tvorijo transmembranske 
pore in posledično delujejo toksično na žuželke, ki v svojih membranah vsebujejo omenjeni 
receptorski lipid. Takšni proteinski kompleksi (egerolizinski proteini + proteinski partner 
PlyB) kažejo toksičen učinek proti ličinkam dveh, v ekonomskem smislu, zelo pomembnih 
rastlinskih škodljivcev - koruznega in koloradskega hrošča. Toksičnost omenjenih 
proteinskih kompleksov je primerljiva s toksičnostjo proteinskih kristalnih toksinov 
(proteinov Cry), ki so v komercialnih pripravkih za zatiranje škodljivcev, zato bi 
egerolizinske proteinske komplekse lahko uporabili kot bioinsekticide za zatiranje 
koloradskega in koruznega hrošča.  
Abstract 
 
Aegerolysins from the oyster mushroom ostreolysin A6 (OlyA6), pleurotolysin A2 (PlyA2) 
and erylysin A (EryA) interact with the ceramide phosphoethanolamine (CPE), a membrane 
lipid specific to invertebrates, especially insects. This lipid is found only in trace amounts, or 
is completelly absent in the membranes of higher organisms, including mammals. 
Aegerolysins, together with their partnering protein pleurotolysin B (PlyB) produced by the 
same fungus, form transmembrane pores, and therefore have a toxic effect on insects that 
contain the lipid receptor in their membranes. Such protein complexes (aegerolysin proteins 
+ PlyB) show a toxic effect against larvae of the two economically important plant pests - 
the Western Corn rootworm and Colorado potato beetle. The toxicity of these protein 
complexes is comparable to the toxicity of proteinaceous crystal toxins (Cry proteins), which 
are used in commercial formulations to control insect pest.Therefore, aegerolysin protein 
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1. UVOD in HIPOTEZE 
 
Egerolizini (Pfam 06355; InterPro IPR009413) so majhni (~13–20 kDa), β-strukturirani 
proteini, ki jih najdemo v različnih bakterijskih in evkariontskih vrstah. Skupna lastnost 
egerolizinov je njihova interakcija z izbranimi membranskimi lipidi in lipidnimi domenami. 
Egerolizini iz glivnega rodu ostrigarjev (Pleurotus sp.) specifično interagirajo z lipidnimi 
domenami v umetnih ter bioloških membranah, ki so zgrajene iz sfingomielina in holesterola. 
Poleg tega egerolizini iz ostrigarjev ostreolizin A6 (OlyA6), pleurotolizin A2 (PlyA2) in 
erilizin A (EryA) interagirajo tudi s ceramid fosfoetanolaminom (CPE), poglavitnim 
sfingolipidom v membranah nevretenčarjev in analogom sfingomielina, ki prevladuje v 
membranah vretenčarjev. Afiniteta vezave egerolizinov na CPE je kar 1000-krat večja od 
vezave na sfingomielin/holesterol, ter  pomembna tako iz biološkega, kot tudi 
biotehnološkega vidika. Egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus se tako lahko uporabljajo kot 
označevalci za preučevanje prisotnosti CPE v bioloških sistemih, kot so tkiva insektov, ali 
pa za detekcijo parazita Trypanosoma brucei v krvi pacientov. V zgodbi, ki obravnava 
egerolizine in njihovo interakcijo s CPE, je še ogromno neznanega, zato je namen doktorske 
disertacije podrobneje preučili interakcijo egerolizinov z umetnimi membranami, ki 
vsebujejo fiziološko pomembne koncentracije CPE, ter z insektnimi celičnimi membranami.  
 
Egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus imajo še eno pomembno lastnost, da se lahko 
povezujejo s 59‐kDa proteinoma pleurotolizinom B (PlyB) ali erilizinom B (EryB), ki ju tudi 
proizvajajo gobe iz rodu Pleurotus in ki imata domeno kompleksa, ki napade 
membrano/perforin (ang. membrane attack complex/perforin; MACPF). Kombinacija 
egerolizina in proteinskega partnerja z domeno MACPF vodi v nastanek binarnih citolitičnih 
kompleksov v umetnih in bioloških membranah, ki vsebujejo sfingomielin in holesterol. 
Porotvorna aktivnost teh kompleksov še ni bila preučevana na membranah, ki vsebujejo CPE. 
Interakcija egerolizinov iz rodu Pleurotus z lipidno molekulo, ki je specifična za membrane 
celic insektov, bi lahko predstavljala osnovo za razvoj bioinsekticidov z novim mehanizmom 
delovanja. Hkrati bi takšna interakcija lahko pomenila tudi veliko prednost, saj so lipidi, za 
razliko od proteinskih receptorjev, manj podvrženi mutacijam in posledičnemu razvoju 
odpornosti tarčnih škodljivcev. 
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   Na temelju vsega navedenega smo v doktorskem delu postavili naslednji hipotezi: 
 
I. Egerolizini iz gliv rodu Pleurotus (ostreolizin A6, pleurotolizin A2 
in erilizin A) ob prisotnosti pleurotolizina B in CPE v umetnih in 
bioloških membranah oblikujejo transmembranske pore. 
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2. PREGLED OBJAV 
 
2.1. Egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus 
 
Glive rodu Pleurotus (bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus) in možinin ostrigar (Pleurotus 
eryngii) so nestrupene in užitne, razširjene po zmernih in subtropskih gozdovih (Cohen in 
sod., 2002). Proizvajajo različne nematocidne spojine za obrambo micelija in plodišč pred 
nematodi (Barron in Thorn, 1987; Аnke in sod., 1995), ki predstavljajo primarne potrošnike 
glivne biomase. Poleg nematodov ostrigarje napadajo tudi pršice ter insekti iz različnih redov 
(dvokrilci, metulji, hrošči) (Goodrich, 1999; Bellettini in sod., 2018; Oyebamiji in sod., 
2018). 
Leta 1979 je bila potrjena prisotnost prvega citolitičnega proteina iz bukovega ostrigarja, 
poimenovanega pleurotolizin (Bernheimer in Avigad, 1979). Leta 2002 pa so iz mladih 
plodišč bukovega ostrigarja in topolovke (Agrocybe aegerita) izolirali in biokemijsko 
okarakterizirali domnevno citolitična proteina ostreolizin (Oly) in egerolizin (Aa-Pri1), kar 
je rezultiralo v oblikovanju nove egerolizinske družine proteinov (IPR009413, PF06355) 
(Berne in sod., 2002). Trenutno ima egerolizinska družina 403 predstavnike, ki jih najdemo 
pri glivah, virusih, bakterijah, rastlinah in žuželkah (Wang in sod., 2006; Berne in sod., 2009; 
Banks in sod., 2011; Zhang in sod., 2011; Novak in sod., 2015; Butala in sod., 2017).  
Egerolizini so sorazmerno majhni (13 do 20 kDa) proteini z nizko izoelektrično točko in so 
stabilni v širokem območju pH (Berne in sod., 2005; Butala in sod., 2017). Glive iz rodu 
Pleurotus imajo več genskih zapisov za egerolizine z različnim številom intronov. Najbolj 
proučevani egerolizini so ostreolizin A (OlyA), ostreolizin A6 (OlyA6), egerolizin rOly in 
pleurotolizin A (PlyA) iz P. ostreatus ter erilizin A (EryA) in pleurotolizin A2 (PlyA2) iz P. 
eryngii. Na Sliki 1 je prikazana poravnava aminokislinskih zaporedij omenjenih 
egerolizinov. Ti egerolizini imajo zelo podobno primarno zgradbo. OlyA in OlyA6 se 
sintetizirata v P. ostreatus z 78 % identičnostjo v aminokislinskem zaporedju. Za ostreolizin 
so sprva poročali, da naj bi deloval kot enokomponentni citolizin (Berne in sod., 2002), 
vendar je danes znano, da je preparat ostreolizina, ki je bil izoliran leta 2002, vseboval poleg 
večinskega OlyA tudi nezaznano primes pleurotolizina B (Ota, 2013b). Tudi za pleurotolizin 
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so kasneje ugotovili, da je sestavljen iz dveh komponent in sicer PlyA in PlyB (Tomita in 
sod., 2004). 
OlyA ima s PlyA oz. EryA identičnih 79,7 % in 97 % aminokislin, medtem ko ima OlyA6 s 
PlyA oz. EryA identičnih 97 % in 89 % aminokislin. OlyA je torej bolj podoben EryA, kot 
OlyA6. V naših raziskavah smo uporabljali OlyA6. V določenih raziskavah se je uporabljal 
tudi rOly (Nimri in sod., 2018), ki ima z OlyA6 identičnih 99% aminokislin. Vsi zgoraj 
navedeni egerolizini so citolitični samo v prisotnosti proteinskega partnerja pleurotolizina B 
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Slika 1. Aminokislinska poravnava glivnih egerolizinov ostreolizina A6, (OlyA6), rOly, ostreolizina A 
(OlyA) in pleurotolizina A (PlyA) iz P. ostreatus ter pleurotolizina A2 (PlyA2,) in erilizina A (EryA) iz P. 
eryngii. Aminokislinska poravnava je bila narejena z orodjem ClustalW (strict). Najbolj ohranjeni aminokislinski 
ostanki so označeni s črno barvo. Prikazen je odstotek identičnosti vsakega egerolizina z OlyA6. OlyA6: 
UniProtKB/Swiss-Prot P83467.2, rOly: NCBI KDQ25828.1, OlyA: NCBI AAX21097.1, PlyA: NCBI 
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Do danes so znane tridimenzionalne strukture štirih egerolizinov (Slika 2), in sicer Cry34Ab1 
in AfIP-1A iz bakterij Bacillus thuringiensis oziroma Alcaligenes faecalis, ter PlyA in OlyA6 
iz P. ostreatus. Egerolizini so pretežno β-strukturirani proteini in po zgradbi podobni 
proteinom iz družine aktinoporinov ter proteinom Nakanori, NLP (protein, podoben Nep1, 
ang. Nep1-like proteins), TDH (termostabilni direktni hemolizin, ang. thermostable direct 
hemolysin) in glivnim lektinom (Lenarčič, 2018). Zgradba egerolizinov je podobna tudi 
domeni C2 perforina in domeni D4 od holesterola odvisnih citolizinov (ang. Cholesterol-





















Slika 2. Kristalne strukture egerolizinov. (A) Ostreolizin A6 (OlyA6, PDB: 6MYI), (B) Pleurotolizin A 
(PlyA, PDB: 4OEB), (C) Cry34Ab1 (PDB: 4JOX) in (D) AfIP-1A (PDB: 5V3S). Za vizualizacijo struktur smo 
uporabili program Chimera (Pettersen in sod., 2004).   
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Glede biološke vloge egerolizinov iz glivnega rodu Pleurotus so še zmeraj odprta številna 
vprašanja. Egerolizini askomicetnih gliv naj bi v zgodnjih fazah rasti bili skoncentrirani v 
vršičkih hif in se od tod izločali v okolico (Nayak in sod., 2012; Novak in sod., 2019). Za 
bazidiomicetne egerolizine je verjetnejša razlaga, da sodelujejo v iniciaciji tvorbe plodnih 
teles, kjer naj bi vplivali na agregacijo hif. Količina OlyA in egerolizina Aa-Pri1 se poveča 
v hitro rastočih primordijih ter v bazidijih in bazidiosporah dozorevajočih plodišč ostrigarjev, 
ne pa tudi v vegetativnem miceliju (Fernandez Espinar in Labarere, 1997; Berne in sod., 
2002; Vidic in sod., 2005). Podoben vzorec izražanja OlyA oz. drugih egerolizinov so 
dokazali z analizo transkriptov v različnih fazah rasti bukovega ostrigarja v tekoči kulturi in 
med tvorbo plodišč (Lee in sod., 2002; Joh in sod., 2007). Zunanji nanos OlyA na micelij naj 
bi sprožil tvorbo primordijev in nadaljnji razvoj le-teh v plodišča, nima pa vpliva na 
sporulacijo (Berne in sod., 2007). Zaradi nekonsistentne prisotnosti egerolizinov v sorodnih 
predstavnikih gliv je njihova vloga v temeljnih procesih razvoja in rasti vprašljiva 
(Lakkireddy in sod., 2011). Ni izključeno, da imajo egerolizini pleiotropno vlogo. 
 
2.2. Interakcije glivnih egerolizinov z lipidnimi membranami 
 
Dosedanje raziskave so nakazale, da je učinek egerolizinov posledica njihovega 
prepoznavanja specifičnih lipidov ali lipidnih domen v umetnih in bioloških membranah 
(Berne in sod., 2009; Novak in sod., 2015; Butala in sod., 2017). Egerolizini OlyA, OlyA6, 
PlyA2 in PlyA v membranah prepoznavajo komplekse sfingomielina in holesterola (Ota in 
sod., 2013; Lukoyanova in sod., 2015; Bhat in sod., 2013). Zaenkrat je EryA edini glivni 
egerolizin, ki se ne veže na membrane s to sestavo lipidov(Bhat in sod., 2015). Razlog za to 
naj bi bila odsotnost kationske-π interakcije med aminokislinskima ostankoma na mestih 28 
(triptofan) in 91 (tirozin pri PlyA2 oz. serin pri OlyA, medtem ko je pri EryA na mestu 91 
prisoten alanin). Po drugi strani se vsi do sedaj testirani glivni egerolizini, vključno z EryA, 
vežejo na membrane s sestavo ceramid fosfoetanolamin (CPE)/holesterol (Bhat in sod., 
2015). CPE je analog sfingomielina in je glavni sfingolipid v membranah nevretenčarjev 
(Panevska in sod., 2019a). V sesalskih celicah je prisoten samo v sledovih, ali pa ga ni. PlyA2 
naj bi prepoznal CPE tudi brez prisotnosti holesterola s konstanto disociacije (KD) 40 µM 
(Bhat in sod., 2015). CPE je lahko tarčatudi drugih egerolizinov;  na primer nigerolizina A2 
iz plesni Apergillus niger (Novak in sod., 2019) in egerolizina RahU iz bakterije 
Pseudomonas aeruginosa (Kočar in sod., v recenziji). Konstante disociacije za OlyA in 
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PlyA2 za membrane z ekvimolarno koncentracijo CPE/holesterol oz. sfingomielin/holesterol 
so 10−8 M oz. >10−5 M, kar pomeni, da je afiniteta vezave testiranih glivnih egerolizinov do 
CPE 1000-krat višja kot do sfingomielina.  
Dejstvo, da PlyA2 in OlyA6 prepoznata membrane, ki vsebujejo sfingomielina in holesterola 
in nimata citolitičnih lastnosti, je bilo uporabljeno za razvoj fluorescenčnih biomarkerjev na 
osnovi egerolizinov (PlyA2-EGFP in OlyA6-mCherry) za lipidne rafte v sesalskih celicah 
(Bhat in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014). Fluorescenčne različice egerolizinov so lahko 
uporabne tudi kot biomarkerji za prepoznavo CPE v membranah. Tako je protein EryA-
EGFP, ki se veže na CPE v membrani nevretenčarskih celic, uporaben kot biomarker za 
odkrivanje krvne oblike parazita T. brucei, ki povzroča Afriško spalno bolezen (Bhat in sod., 
2015). 
 
2.3. Vloga egerolizinov pri tvorbi transmembranskih por 
 
Poleg egerolizinov lahko nekatere glive vsebujejo tudi genske zapise za proteine z domeno 
MACPF (Ota in sod., 2014; Novak in sod., 2019). Proteini družine MACPF so definirani na 
osnovi podobnosti aminokislinskega zaporedja s proteini imunskega sistema, t.i. proteini 
litičnega kompleksa (ang. Membrane attack complex, MAC) in perforina (PFN) (Tschopp in 
sod., 1886). Družina MACPF proteinov je po 3D zgradbi podobna od holesterola odvisnim 
citolizinom (CDC) (Hadders in sod., 2007; Rosado in sod., 2007; Slade in sod., 2008) in 
skupaj z njimi tvori naddružino MACPF/CDC. Funkcije proteinov MACPF so izjemno 
raznolike, vse pa so povezane s celičnimi membranami, s katerimi neposredno interagirajo 
(Gilbert in sod., 2013). MACPF naj bi sodelovali pri imunskem odzivu, predatorstvu, 
signalizaciji, celični adheziji in razvoju živčevja ter v patogenezi (Reboul in sod., 2016). Iz 
glivnega rodu Pleurotus sta do sedaj identificirana dva proteina z domeno MACPF: 
pleurotolizin B (PlyB) iz P. ostreatus (Tomita in sod., 2004) in erilizin B (EryB) iz P. eryngii 
(Shibata in sod., 2010). Proteina sta si zelo podobna v primarni zgradbi, saj imata identičnih 
kar 97 % aminokislin. V kombinaciji z egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus lahko 
perforirata lipidne membrane preko tvorbe transmembranskih por (Ota in sod., 2013; 
Lukoyanova in sod., 2015). Struktura pore PlyA/PlyB је bila rešena s krio-elektronsko 
mikroskopijo. Pora PlyA/PlyB je 13-merna s premerom 8 Å, kjer je vsaka podenota 
sestavljena iz ene molekule PlyB, ki nalega na dimer PlyA. Z drugimi besedami egerolizin 
PlyA specifično prepozna in se veže na lipidni receptor v membrani in nato rekrutira PlyB, 
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ki se konformacijsko spremeni in oblikuje multimerno bi-komponentno transmembransko 
poro (Slika 3)(Lukoyanova in sod., 2015). Pora OlyA6/PlyB je identična pori PlyA/PlyB 
(Ota in sod., 2013). Do sedaj so bile transmembranske pore, sestavljene iz egerolizina/PlyB, 










2.4. OlyA6 razlikuje med različnimi konformacijami sfingomielina v 
membrani 
 
Endapally in sod. (2019) so ugotovili, da različna konformacija lipidov lahko vpliva na 
njihovo interakcijo z drugimi molekulami. Ugotovili so, da obstajata v plazmalemi dve 
konformaciji sfingomielina; ena v kompleksu s holesterolom in druga, ko holesterola v 
membranah ni. Ugotovili so tudi, da OlyA6 prepozna samo tisto konformacijo sfingomielina, 
ki je v kompleksu s holesterolom. Ta specifična prepoznava je posledica prisotnosti 
glutamata E69 v vezavnem žepu proteina. Holinska glava sfingomielina se preko ionskih 
interakcij veže z glutamatom E69, medtem ko preostali del strukture nalega v vezavni žep 
med triptofanom W28 in lizinom K99 (Slika 4B). Interakcija je tudi med K99 in amidno 
acilno verigo sfingomielina. Holinska glava je vzporedna z lipidno membrano in v interakciji 
s holesterolom. Pri mutanti OlyA6, pri kateri je glutamat E69 zamenjan z alaninom (OlyA6 
E69A), holinska glava ni stabilizirana preko interakcije z E69, kar omogoča, da se 
sfingomielin veže v vezavni žep v drugačni orientaciji (Slika 4D). Prepoznava različnih 
konformacij sfingomielina je verjetno posledica spremembe velikosti vezavnega žepa, saj se 
Slika 3. Mehanizem tvorbe por PlyA/PlyB. (A) Kristalna struktura PlyA in PlyB. (B) Zgodnja prepora: PlyA 
interagira z membrano in tvori dimer, na katerega se veže PlyB. (C) Pozna prepora: PlyB spremeni konformacijo. 
(D) PlyB spremeni konformacijo tako, da prečka membrano in tvori poro. Povzeto po Lukoyanova in sod., 2015. 
Monomer                    »zgodnja« prepora            »pozna« prepora                    pora 
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pri OlyA6 E69A elektrostatske lastnosti ne spremenijo, velikost vezavnega žepa pa se 
poveča, kar omogoča interakcijo z večimi različnimi konformacijami sfingomielina. Na Sliki 
4 je prikazana struktura OlyA6 in kompleksa OlyA6 s sfingomielinom, kjer je viden vezavni 
žep. Vezavni žep za sfingomielin v OlyA6 je blizu N-terminusa in je omejen z 
aminokislinskima ostankoma W28 in K99. Ceramidna osnova sfingomielina naj bi bila 
ključna za interakcijo med OlyA6 in sfingomielinom, kar je tudi ključna razlika z 1-palmitoil-
2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholinom (POPC), s katerim OlyA6 ne interagira. Za interakcijo z 
membranami sfingomielina/holesterola in permeabilizacijsko aktivnost v prisotnosti PlyB so 
ključni ostanki glutamin Q5, prolin P95 in triptofani W6, W28 in W96 (Endapally in sod., 
2019), saj se s točkovnimi mutacijami teh ostankov vezava na sfingomielin izniči zaradi 
strukturne spremembe vezavnega žepa. Bhat in sod. (2015) so pokazali, da so triptofanski 
ostanki PlyA2 (W6, W28, W96) prav tako ključni za interakcijo z lipidnimi membranami, 
kar nakazuje, da imajo glivni egerolizini verjetno podoben vezavni žep za prepoznavo 
lipidov. OlyA6 bi se lahko uporabljal kot orodje za zaznavo kompleksov 
sfingomielina/holesterola, ko je koncentracija holesterola nad ~ 10 mol%. Do sedaj še ni bilo 

















Slika 4. Interakcija OlyA6 in OlyA6 E69A s sfingomielinom. (A) Struktura sfingomielina. (B) Interakcija 
OlyA6 s sfingomielinom, vezanim na holesterol. Vezavni žep je omejen s K99, W28 in E69. (C) Model 
interakcije OlyA6 s sfingomielinom ob prisotnosti holesterola. (D) Interakcija OlyA6 E69A s 
sfingomielinom, ko holesterola v membrani ni. Vezavni žep je omejen s K99, W28 in E69. (E) Model 
interakcije OlyA6 E69A s prostim sfingomielinom. Povzeto po Endapally in sod., 2019. K-lizin, W-triptofan, 
E-glutamat. 
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2.5. Ceramid fosfoetanolamin (CPE) 
 
Eden od glavnih sfingolipidov v sesalskih celicah je sfingomielin, ki je ključen pri 
oblikovanju lipidnih raftov in urejenih membranskih nanodomen, kot tudi v signalizaciji, 
regulaciji, fluidnosti plazemske membrane in homeostaze holesterola (Slotte, 2013). Ceramid 
fosfoetanolamin je analog sfingomielina in je poglaviti sfingolipid v membranah insektov, 
kot tudi v določenih bakterijskih vrstah. Nekateri nevretenčarji (npr. pajki, škorpijoni, čebele) 
imajo oba lipida, CPE in sfingomielin, medtem ko mehkužci in ožikalkarji sintetizirajo 
ceramid aminoetilfosfonat, analog CPE (Panevska in sod., 2019a). CPE je prav tako 
poglavitni sfingolipid pri nekaterih bakterijah, kot so vrste iz redu Bacteroidetes, npr. 
Porphyromonas gingivalis, ki je eden od ključnih povzročiteljev parodontoze (Batrakov in 
sod., 2000).  
Ceramid fosfoetanolamin je lahko v sledovih prisoten tudi v sesalskih celicah. Največjo 
koncentracijo CPE lahko zasledimo v možganih (Bickert in sod., 2015). Biološka vloga CPE 
v sesalskih celicah še zmeraj ni razjasnjena. CPE in sfingomielin imata podobne biosintetske 
poti v sesalskih celicah, za razliko od insektnih celic, kjer obstaja ključna razlika v encimih, 
ki sodelujejo v sintezi. Sintezo sfingomielina v sesalskih celicah opravlja sfingomielin 
sintaza, ki obstajata v dveh izoformah: sfingomielin sintaza 1 in sfingomielin sintaza 2. Prva 
je v membranah trans-Golgija in druga v plazemski membrani (Tafasee in sod., 2006). Za 
sintezo večje količine sfingomielina je odgovorna sfingomielin sintaza 1, ki iz 
fosfatidilholina prenaša fosfoholin na ceramid (Voelker in sod., 1982), medtem ko 
sfingomielin sintaza 2 skrbi za sintezo CPE. Neveretenčarji, ki nimajo genskih zapisov za 
sfingomielin sintazo 1 in sfingomielin sintazo 2, ne sintetizirajo sfingomielina. Ključen 
encim za sintezo CPE v nevretenčarskih celicah je CPE sintaza, ki uporablja CDP-etanolamin 
kot donor polarne glave (Vacaru in sod., 2009).  
Poleg razlike v biosintetski poti se CPE in sfingomielin razlikujeta tudi v biofizikalnih 
lastnostih in v vlogi pri oblikovanju lipidnih raftov. Lipidni rafti so heterogene, dinamične 
membranske nanodomene (10-200 nm), bogate s sfingolipidi in holesterolom, lahko pa 
oblikujejo tudi mikroskopske domene (>300 nm), ko pride do interakcij protein-protein ali 
protein-lipid (Sezgin in sod., 2017). Različne biofizikalne lastnosti CPE in sfingomielina so 
posledica razlik v njunih polarnih glavah (Ali in sod., 2007). Lipidi z majhno polarno glavo 
se lahko tesno pakirajo, zato je membrana bolj urejena in temperatura tališča (Tm) višja 
(Björkbom in sod., 2010). Fosfoetanolaminska polarna glava CPE je manjša od fosfoholinske 
Panevska A. Interakcija egerolizinov iz gliv rodu Pleurotus z umetnimi in biološkimi membranami.                





polarne glave sfingomielina, zato imata CPE in sfingomielin kljub podobnim acilnim 










Slika 5. Molekularne strukture sfingolipidov. (A) sfingozin, (B) ceramid, (C) ceramid-1-fosfat, (D) sfingomielin,  
(E) ceramid fosfoetanolamin. 
 
O prisotnosti CPE v lipidnih raftih obstaja le malo raziskav. Nekatere raziskave nakazujejo, 
da lipidni rafti obstajajo v celičnih membranah vinske mušice (Drosophila melanogaster), 
medtem ko dokaza o vlogi CPE v lipidnih raftih ni (Rietveld in sod., 1999). Lipidni monosloji 
s CPE naj bi bili viskozni s povečano kohezijo med molekulami (Ali in sod., 2007). 
Holesterol ima večjo afiniteto do sfingomielina in POPC kot do CPE (Ali in sod., 2007; Slotte 
in sod., 2013), ampak lahko poveča ureditveni parameter za CPE (Björkbom in sod., 2010). 
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2.6. Potencialna uporaba egerolizinov kot bioinsekticidov 
 
Koruzni hrošč (Diabrotica virgifera virgifera) in koloradski hrošč (Leptinotarsa declimata) 
sta trenutno dva izmed največjih rastlinskih škodljivcev, ki povzročata veliko ekonomsko 
škodo na svetovni ravni. Ustaljeni načini zatiranja koruznega in koloradskega hrošča 
postajajo iz dneva v dan manj učinkoviti zaradi razvoja odpornosti na insekticide (Jakka in 
sod., 2016), njihovega kopičenja v hrani in krmi, posledičnega onesnaževanja okolja ter 
vpliva na človeško zdravje (Devine and Furlong, 2007; Furlan in sod., 2016; Razinger in 
sod., 2017; Lechenet in sod., 2017; EFSA, 2019, 2018). Iskanje alternativnih načinov 
zatiranja škodljivcev, kot je uporaba bioinsekticidov je ključnega pomena (Godfray in sod., 
2010). Proteinski bioinsekticidi, katerih tarče so molekule specifične za določene organizme, 
lahko predstavljajo odlična sredstva za zatiranje rastlinskih škodljivcev.  
Lastnost egerolizinov, da se vežejo na specifične membranske receptorje in da v kombinaciji 
s proteinskim partnerjem permeabilizirajo membrane, so že uporabili za pripravo 
bioinsekticidov. Binarni ali kvartarni citolitični kompleksi bakterijskih egerolizinov in 
večjega proteinskega partnerja so: Cry16Aa/Cry17Aa/Cbm17.1/Cbm17.2 iz Clostridium 
bifermentas subsp. Malaysia (Qureshi in sod., 2014), Cry34Ab1/Cry35Ab1 iz B. 
thuringiensis (Mollenbeck in sod., 2001, Kelker in sod., 2014) in AflP-1A/AflP-1b iz A. 
faecalis (Yalpani in sod., 2017). Vsi navedeni kompleksi so potencialni bioinsekticidi, 
toksični za specifične škodljivce. Kompleks Cry16Aa/Cry17Aa/Cbm17.1/Cbm17.2 deluje 
proti tigrastim komarjem (Aedes sp.), medtem ko so Cry34Ab1/Cry35Ab1 in AflP-1A/AflP-
1b toksični za hrošče, še posebej za koruznega hrošča.  
Leta 2001 so v bakteriji B. thuringiensis dokazali izražanje insekticidnega kristalnega toksina 
Cry34Ab1, ki je edini predstavnik kristalnih toksičnih proteinov, ki strukturno sodijo v 
egerolizinsko proteinsko družino. V nasprotju z glivnimi egerolizini se Cry34Ab1 na 
membranske lipide veže nespecifično (Panevska in sod., 2019b) in z drugim proteinom, 
Cry35Ab1, oblikuje porotvorni kompleks (Mollenbeck in sod., 2001). Genska zapisa za 
Cry34Ab1 in Cry35Ab1 se nahajata na istem operonu, v katerem Cry34Ab1 leži pred 
Cry35Ab1 (Narva in sod., 2017). Cry34Ab1 je velik približno 14 kDa in, tako kot drugi 
egerolizini, interagira z membranami in oblikuje transmembranske pore v kombinaciji s 
proteinskim partnerjem Cry35Ab1. Cry35Ab1 je velik približno 44 kDa in spada v družino 
aerolizinov (Pfam05431)(Kelker in sod., 2014).   
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Kompleks Cry34Ab1/Cry35Ab1 je toksičen za ličinke koruznih hroščev Diabrotica virgifera 
virgifera in Diabrotica undecimpuncata z LD50 = 11 µg/cm
2. Odrasli koruzni hrošči so na 
kompleks Cry34Ab1/Cry35Ab1 občutljivi šele pri zelo visokih koncentracijah (>400 
µg/cm2), kar nakazuje, da je delovanje kompleksa specifično tudi glede na fazo razvoja 
organizma (Schlotter in Storer, 2009). Kompleks Cry34Ab1/Cry35Ab1 je toksičen tudi za 
ličinke koloradskega hrošča (Leptinotarsa decemlineata) z LD50 nad 35 µg/cm
2, ni pa 
toksičen za insekte iz redu metuljev, kot so koruzna vešča (Ostrinia nubilalis), ipsilon sovka 
(Agrotis ipsilon) in molj Helicoverpa zea (Schlotter in Storer, 2009). 
Tudi sam Cry34Ab1 ima določeno biološko aktivnost, ki pa je v primerjavi z binarnim 
kompleksom Cry34Ab1/Cry35Ab1 precej manjša (Kelker in sod., 2014) in nastane kot 
posledica interakcije Cry34Ab1 s proteinskim receptorjem v epitelnih celicah srednjega 
črevesja. Sam Cry34Ab1 povzroča remodeliranje in vezikulacijo membran epitelnih celic 
(Bowling in sod., 2017), podobno vezikulaciji, ki jo v prisotnosti OlyA6-mCherry opazimo 
pri sesalskih celicah MDCK (Skočaj in sod., 2016). 
AfIP-1A/1B je dvokomponentni (AfIP-1A in AfIP-1B) insekticidni proteinski kompleks, 
odkrit pri po Gramu negativni bakteriji Alcaligenes faecalis, ki kaže selektivno delovanje 
proti koruznim hroščem (Yalpani in sod., 2017). Protein AfIP-1A spada v egerolizinsko 
družino proteinov, tako kot Cry34Ab1 protein, medtem ko proteina AfIP-1B ne moremo 
uvrstiti v nobeno obstoječo proteinsko družino in nima podobnosti s proteinom Cry35Ab1 
(Yalpani in sod., 2017). Korenine transgene koruze, ki je izražala proteinski kompleks AfIP-
1A/1B, so bile močno zaščitene pred poškodbami zaradi ličink koruznega hrošča. Test 
učinkovitosti proteinskega kompleksa AfIP-1A/1B na populacijo koruznih hroščev odpornih 
na mCry3A in Cry34/35Ab1 je pokazal, da se AfIP-1A/1B in mCry3A tako razlikujeta v 
mehanizmu delovanja, da razvoj navzkrižne odpornosti ni možen, medtem ko AfIP-1A/1B 
ni bil učinkovit proti koruznim hroščem odpornim na Cry34/35Ab1, domnevno zaradi 
podobnega mehanizma delovanja proteinskih kompleksov AfIP-1A/1B in Cry34/35Ab1. S 
tem se potencialna uporabnost AfIP-1A/1B za zatiranje koruznega hrošča močno zmanjša 
(Yalpani in sod., 2017). Proteinski kompleks AfIP-1A/1B ni bil toksičen za polonico 
Coleomegilla maculata, kar kaže na zelo selektivno delovanje znotraj reda hroščev. Prav tako 
ni učinkoval na več vrst insektov iz redu metuljev, kot so Ostrinia nubialis, Helicoverpa zea, 
Sodophera frugiperda in Agrotis ipsilon (Yalpani in sod., 2017). 
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3.1.1. Kemikalije  
 





Raztopine za nikljevo afinitetno kromatografijo 
Pufer za lizo 50 mM NaH2PO4 
300 mM NaCl 
pH 7,5. 
 
Pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4 
300 mM NaCl 
25 mM imidazol 
pH 7,5. 
 
Pufer za elucijo 50 mM NaH2PO4 
300 mM NaCl 
300 mM imidazol 
pH 7,5. 
 
Raztopine za anionsko kromatografijo (FPLC) 
Vezavni pufer 20 mM Tris.HCl 
pH 7,5 
 
Elucijski pufer 20 mM Tris.HCl 
1 M NaCl 
pH 7,5 
 
Raztopine za izolacijo rekombinantnih proteinov, ki tvorijo inkluzijska telesa (PlyB) 
 
Pufer za spiranje inkluzijskih teles 
 
20 mM Tris.HCl 
500 mM NaCl 
2 M urea 
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2% (V/V) Triton X-100 
pH 8,0. 
 
Pufer za shranjevanje inkluzijskih teles 
 
20 mM Tris.HCl 
500 mM NaCl 




Pufer za razvijanje inkluzijskih teles 
 
20 mM Tris.HCl 
500 mM NaCl 
6 M gvanidijev hidroklorid (GndCl) 
1 mM β-merkaptoetanol (βME) 
pH 8,0 
 
Pufer za zvijanje inkluzijskih teles 
 
 
20 mM Tris.HCl 
500 mM NaCl 
5 mM imidazol 
1 mM βME 
pH 8,0 
 
Pufer za dializo 
 
20 mM Tris.HCl 
140 mM NaCl 
2% (V/V) glicerol 
pH 8,0 
 
Raztopine za PAGE elektroforezo 
 
Pufer za NaDS-PAGE (10x) 
 
250 mM Tris.HCl 
1 % (m/v) NaDS 
192 mM glicin 
pH ~ 8,0 
 
Nanašalni pufer za vzorce (5X) 
 
 
250 mM TRIS.HCl 
10 % (m/V) NaDS 
30 % (V/V) glicerol 
0,02 % (m/V) bromofenol modro 
pH 6,8 
 








20 mM Tris.HCl 
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Raztopine za SPR 
 
Protein za blokiranje prostih vezavnih 
mest 
 
0,1 mg/mL govejega serumskega albumina 
(ang. bovine serume albumine, BSA) 
Pufer za vezikle 20 mM Tris 
140 mM NaCl 
1 mM EDTA 
pH 7,4 
 
PBS 20 mM NaH2PO4*2H2O 
20 mM Na2HPO4 
140 mM NaCl 
pH 7,4 
 
Pufer za interakcijo pH 5,5 20 mM MES 
pH 5,5 
 
Pufer za interakcijo pH 6,5 20 mM Tris 
pH 6,5 
 
Pufer za interakcijo pH 7,5 20 mM Tris 
pH 7,5 
 
Pufer za interakcijo pH 8,5 20 mM Tris 
pH 8,5 
Pufer za interakcijo pH 9,5 12,5 mM NaHCO₃ 
87,5 mM Na2CO3 
pH 9,5 
 
Raztopina za regeneracijo 0,1 % SDS 
40 mM oktil-beta-glikozid 
 
Vse raztopine smo pripravili v deionizirani vodi in filtrirali skozi 0,22 μm Millipore filtre 
(Merck, ZDA). Raztopine za SPR in FPLC po filtriranju še odzračimo. 
 
Raztopine za test sproščanja kalceina 
 
Pufer za vezikle 20 mM Tris 
140 mM NaCl 
1 mM EDTA 




Tekoča gojišča LB in LBA 
 
10 g/L kazeinski hidrolizat 
5 g/L kvasni ekstrakt 
10 g/L NaCl 
±100 μg/mL ampicilin (Ap) 
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Trdna gojišča LB in LBA 
 
Trdna gojišča pripravimo enako kot tekoča, 
pred avtoklaviranjem jim dodamo še agar v 
končni koncentraciji 15 g/L. Antibiotike 
dodamo po avtoklaviranju. 








3.1.4. Lipidi in polarne glave lipidov 
 
Sfingomielin, Avanti, ZDA  
Ceramid fosfoetanolamin, Matreya, ZDA  
POPC, Avanti, ZDA  
Fosfoetanolamin, Sigma, ZDA  
Fosfoholin, Sigma, ZDA  
3.1.5 Encimi 
 
DNAza (Benzonaza), Sigma, ZDA 
Lizocim, Sigma, ZDA 





AEBSF, Sigma, ZDA 
EDTA, Merck, Nemčija 





P20, GE Healthcare, Švedska 
NaDS, Merck, Nemčija 





E. coli DH5α, Novagen, ZDA 
E. coli BL21(DE3), Novagen, ZDA 
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pET8c, GenScript, ZDA 






MDCK, ATCC, Manassas, VB 
 
Sf9, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 
ledvične celice koker španjela (ang. Madin-
Darby canine kidney) 






Ličinke koloradskega hrošča L1+L2 
(mlade ličinke, pronotum črne barve) in 
L3+L4 (stare ličinke, pronotum oražno-
rjave barve) 
 
Nabrane na polju krompirja en dan pred 
nastavitvijo poskusa 
Ličinke koruznega hrošča 
 
Vzgojene na Kmetijskem Inštitutu 
Slovenije 
3.1.12. Laboratorijska oprema 
 
aparatura za agarozno elektroforezo HE33 Mini submarine unit Hoefer, ZDA 
aparatura za PCR Biometra UNO Thermoblock Biotron, Nemčija 
elektroforetska enota Mini-Protean II BioRad, ZDA 
elektroforetska enota Xcell SureLockTM Mini-Cell Invitrogen, ZDA 
FPLC kromatografski sistem Äkta FPLC Pharmacia, Švedska 
centrifuga Centric 322A Tehtnica, Slovenija 
centrifuga Eppendorf 5415D Eppendorf, Nemčija 
centrifuga Rotanta 460 Hettich Centrifuges, Nemčija 
centrifuga Sigma 3K-30 Sigma Centrifuges, Nemčija 
centrifuga Sorvall Lynx 6000, Thermo Scientific, ZDA 
invertni mikroskop Eclipse TE2000-E, Nikon, ZDA 
spektrofotometer Nanodrop 1000, Thermo Scientific, ZDA 
spektrofluorimeter Jasco FP750, Jasco Corporation, ZDA 
fluorescenčni mikročitalec Tecan, Švica 
mikročitalec MRX, Dynex Technologies, Nemčija 
refraktometer Biacore X GE Healthcare, Švedska 
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refraktometer BiacoreT100, GE Healthcare, Švedska 
sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750, Sonics and Materials, ZDA 
rotavapor R-134, V700 in vodna kopel B-480, Büchi, Švica 
ekstruder Avestin Lipid Extrudor, Avestin, Kanada 
termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS100, Lab4You GmbH, Nemčija 
termostatiran stresalnik Innova 2300, New Brunswick Scientific, ZDA 
vibracijski stresalnik Vibromix 114 EV, Tehtnica, Slovenija 
magnetno mešalo Tehtnica MM540, Tehtnica, Slovenija 
pH-meter Mettler Toledo Seven multi, Mettler Toledo, Nemčija 
krio-elektronski mikroskop FEI Tecnai F20, FELMI-ZFE, Avstrija 
epifluorescenčni mikroskop AxioImager Z1, Carl Zeiss, Nemčija 
3.1.13. Polnilci kromatografskih kolon in pripravljene 
kromatografske kolone 
 
Sephadex G50 in Sephadex G75, GE Healthcare, Švedska 
MonoQ HR 100/10 GL, GE Healthcare, Švedska 
Ni-NTA agaroza, Qiagen, Nemčija 
 
3.1.14. Ostala oprema 
 
injekcijski filtri Minisart NML, Sartorius Stedim Biotech, Nemčija 
membrane za ekstruzijo, Avestin, Kanada 
dializne vrečke Spectra/Por 6.000-8.000, Spectrum Labs, ZDA 
ultrafiltratorji Amicon 0.5, 4 in 15, Amicon, ZDA 
4-12 % NuPAGE Novex Bis-Tris gel, Invitrogen, ZDA 
čip L1 in CM5, GE Healthcare, Švedska 
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Test sproščanje kalceina ob dodatku 
proteinskega partnerja PlyB 
Prehranjevalni testi toksičnosti 
Test sedimentacije Krio-elektronska mikroskopija  
Površinska plazmonska 
resonanca 
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3.2.1 Izolacija in karakterizacija rekombinantnih proteinov 
 
3.2.1.1 Izolacija rekombinantnih egerolizinov  
 
Topne rekombinantne egerolizine OlyA6, PlyA2 in EryA, Cry34Ab1 in mutirane različice 
OlyA6 E69A smo izolirali po že opisanih protokolih (Ota in sod., 2013, Panevska in sod., 
2019b). 
Vektorje z ustreznimi egerolizinskimi geni smo naročili (GenScript, ZDA). Za uvedbo 
točkovne mutacije E69A v protein OlyA6 smo uporabili komplet QuickChange II Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, ZDA). Mutagenezo smo izvedli v skladu z navodili 
proizvajalca. Uspešnost mutageneze smo preverili s sekvenciranjem pri podjetju Microsynth 
(Švica).  
Plazmide smo transformirali v bakterijski ekspresijski sistem seva E. coli BL21(DE3). 
Transformante smo prenesli v tekoče gojišče LBA in do indukcije gojili pri 37˚C. Rast 
bakterij smo spremljali z merjenjem absorbance pri 600 nm (A600) ter inducirali izražanje 
proteina z 1 mM IPTG (izopropil 1-tio-β-D-galaktopiranozid), ko je A600 dosegla vrednost 
0,6. Po prekonočnem gojenju pri 20 ˚C smo celice centrifugirali 10 min pri 6000 g in 4 ˚C. 
Bakterijsko usedlino smo resuspendirali v pufru za lizo z dodanimi proteaznimi inhibitorji 
(po navodilih proizvajalca, 1 g na 10 mL) in ustreznimi encimi (5 U DNaza, 20 µg/mL Rnaza, 
0,1 mg/mL lizocim) ter jih sonicirali 10 min z dvosekundnim pulzom in vmesnim 
dvosekundnim hlajenjem na ledu (amplituda 38 %). Homogenat smo centrifugirali 30 min 
pri 100 000 g in 4 ˚C. Rekombinantne egerolizine smo iz supernatanta izolirali z nikljevo 
afinitetno kromatografijo (na Ni-NTA agarozi) po navodilih proizvajalca (Qiagen, Nemčija). 
Vezane rekombinante proteine na Ni-NTA agarozi smo spirali s pufrom za elucijo s 300 mM 
koncentracijo imidazola. Po izolaciji smo proteine prenesli v dializno cev Spectra/Por 6000-
8000 (Spectrum Labs., ZDA), ki smo jo predhodno sprali z bidestilirano vodo. Dializa je 
potekala s stokratnim redčenjem vzorčnega pufra s pufrom za dializo (20 mM Tris pH 7,5). 
Pufer smo menjali dvakrat, po 2 h in 4 h ter vzorec dializirali še nadaljnjih 8 h. Za nadaljnje 
čiščenje proteinov smo uporabili MonoQ kolono (GE Healthcare, Švedska). Proteine smo 
spirali z linearnim gradientom 0-1 M NaCl v pufru 20 mM Tris pH 7,5. Pred shranjevanjem 
vzorcev pri -20 ˚C smo z dializo zamenjali pufer v 20 mM Tris pH 7,5. 
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Po potrebi smo proteine koncentrirali v Amicon celicah za ultrafiltracijo (Amicon®Ultra-15) 
na ultrafiltrih NMWL10 (ang. nominal molecular weight limit), ki prepuščajo snovi do 
molekulske mase 10 kDa. Koncentriranje vzorcev smo opravili po navodilih proizvajalca 
(Amicon, ZDA). 
Koncentracijo proteinov smo določali spektrofotometrično, s kolorimetričnim testom BCA 
na mikrotitrski plošči po navodilih proizvajalca (Pierce, ZDA). 
 
3.2.1.2 Izolacija fluorescenčnih različic rekombinantnih 
egerolizinov 
 
Za poskuse, ki so vključevali fluorescenčno mikroskopijo, smo izolirali OlyA6-mCherry, 
OlyA6-EGFP in EryA-mCherry po istem postopku kot v točki 3.2.1.1. Karakterizacijo in 
vezavne lastnosti fluorescenčno označenih egerolizinov smo potrdili s površinsko 
plazmonsko resonanco (ang. Surface plasmon resonance, SPR). Porotvorno aktivnost v 
prisotnosti PlyB smo potrdili s testom hemolize ali s testom sproščanja fluorescenčnega 
barvila kalceina iz lipidnih veziklov, sestavljenih iz CPE/POPC/holesterol v molarnem 
razmerju 5/47,5/47,5. 
 
3.2.1.3 Izolacija rekombinantnega PlyB 
 
PlyB se izraža v netopni obliki oz. v inkluzijskih telesih. Plazmidni vektor z genskim zapisom 
za PlyB smo transformirali v ekspresijski sistem E. coli BL21(DE3), ter jih pri 37 ˚C 
inkubirali čez noč. Do indukcije smo celice gojili pri 37 ˚C, kot v točki 3.2.1.1. ter jih po 
induciranju izražanja gena PlyB z 0,5 mM IPTG gojili pri 37 ˚C dodatne 4 ure. Bakterijske 
celice smo centrifugrali 10 min pri 6000 g, jih resuspendirali in razbili na isti način kot v 
točki 3.2.1.1. Inkluzijska telesa smo izolirali s sedemkratnim soniciranjem (20 s soniciranje 
z vmesnim 40 s hlajenjem na ledu) v pufru za lizo, potem še v pufru za spiranje inkluzijskih 
teles ter v pufru za shranjevanje inkluzijskih teles, vsakič z vmesnim centrifugiranjem (20 
min pri 26323 g). Sprana inkluzijska telesa smo raztopili v pufru za razvijanje inkluzijskih 
teles (3 mL pufra/g mokre teže inkluzijskih teles) z enournim mešanjem na magnetnem 
mešalu. Netopne proteine smo odstranili s centrifugiranjem (45 min pri 26323 g). Protein 
smo zvijali s 100-kratnim redčenjem v pufru za zvijanje PlyB z močnim mešanjem na 
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magnetnem mešalu. Netopen material smo odstranili s 30-minutnim centrifugiranjem pri 
26000 g in 4 ˚C. PlyB smo očistili z Ni-NTA afinitetno kromatografijo, kjer smo nevezane 
proteine z Ni-NTA agaroze sprali s pufrom za lizo in pufrom za spiranje, vezan 
rekombinantni PlyB pa s pufrom za elucijo, ki smo ga z dializo zamenjali s pufrom za dializo 
PlyB. Frakcije z rekombinantnim PlyB smo prenesli v dializno cev Spectra/Por 12000-14000 
(Spectrum labs, ZDA), ki smo jo predhodno sprali z bidestilirano vodo. Dializa je potekala s 
stokratnim redčenjem s pufrom za dializo. Pufer smo menjali dvakrat, po 2 h in 4 h ter vzorec 
dializirali še nadaljnjih 8 h. 
 
3.2.1.4 NaDS-PAGE elektroforeza 
 
Za preverjanje stopnje izražanja proteinov, njihove čistosti in za določanje molekulske mase 
proteinov ter za analizo njihove zgradbe smo uporabili NaDS-PAGE. Elektroforezo smo 
izvedli po navodilih proizvajalca na elektroforeznem sistemu Mini-Protean II, na 12 % 
poliakrilamidnem gelu (Mini-Protean II Instruction Manual, BioRad, ZDA) ali na sistemu 
XCell SureLock MiniCell, na NuPAGE Novex Bis-Tris gelih (Invitrogen, ZDA). Proteine v 
gelih smo obarvali s SimplyBlue™ SafeStain (Thermo Fischer Scientific, ZDA). Za standard 
smo uporabili Novex® Sharp Unstained Protein Standard (Thermo Fischer Scientific, ZDA). 
 
3.2.1.5. Analiza zaporedja in 3D strukture proteinov 
 
Prikaz kristalnih struktur (OlyA6 in OlyA6 E69A) in njihovo poravnavo smo izvedli z 
uporabo programa Chimera (Pettersen in sod., 2004). 
 
3.2.2. Vezavne študije egerolizinov 
 
3.2.2.1. Spremljanje interakcije egerolizinov z insektnimi ogljikovimi 
hidrati 
 
Interakcijo OlyA6 z ogljikovimi hidrati nevretenčarskega izvora so preverjali na Inštitutu za 
glikomiko na Univerzi Griffith, Avstralija. Na glikansko mrežo, ki je vsebovala 
nevretenčarske glikanske ostanke, so nanesli 3 µg ali 10 µg OlyA6. Detekcija je bila izvedena 
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z zajčjimi poliklonskimi protitelesi za histidinsko značko in sekundarnimi protitelesi 
označenimi s fluorescenčnim označevalcem Alexa Fluor 555. Testirani glikanski ostanki 
potencialnega insektnega izvora so navedeni v Preglednici 2.  
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Man: D-manoza, Glc: D-glukoza, Gal: D-galaktoza, GlcNAc: N-acetil-D-glukozamin, GalNAc: N-acetil-D-galaktozamin 
 
3.2.2.2. Sprememba triptofanske fluorescence egerolizinov ob 
interakciji z vezikli, ki vsebujejo CPE 
 
Proteini fluorescirajo, ker vsebujejo aromatske aminokisline (Trp, Tyr in Phe), ki ob 
ekscitaciji s svetlobo določene valovne dolžine emitirajo svetlobo daljše valovne dolžine. 
Triptofan je prevladujoči proteinski fluorofor in je zelo občutljiv na lokalno okolje (polarnost, 
temperatura, pH, prisotnost dušilcev, bližina ligandov). Tako merjenje fluorescence 
proteinov omogoča spremljanje strukturnih lastnosti proteinov: konformacijske spremembe 
in denaturacijo, asociacijo podenot, interakcije s topilom ter vezavo ligandov (Lakowicz, 
2006). 
Za meritve interakcije egerolizinov OlyA6 in EryA z membranami, ki vsebujejo CPE, smo 
uporabili male unilamelarne vezikle (ang. small unilamellar vesicles, SUV), ki smo jih 
pripravili iz multilamelarnih veziklov (ang. multilamellar vesicles, MLV; priprava opisana v 
točki 3.2.2.3). SUV smo pripravili s 30-minutnim soniciranjem MLV (10 s pulzi z vmesnim 
10 s hlajenjem na ledu) in centrifugiranjem 10 min pri 13000 g, da bi odstranili ostanke titana, 
ki so se sprostili s sonde. Uporabili smo SUV s sestavo CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, 
mol/mol/mol). Meritve so bile opravljene na spektrofluorimetru Jasco FP750 (Jasco, ZDA) 
v termostatiranem nosilcu za kivete pri sobni temperaturi. Poskusi so bili opravljeni v kivetah 
(volumen 1 mL, dolžina optične poti 1 cm) ob stalnem mešanju z magnetnim mešalom. Širini 
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rež za vzbujanje in emisijo sta bili nastavljeni na 5 nm. Lastno fluorescenco OlyA6 (10 
µg/mL) in EryA (10 µg/mL) smo merili s selektivnem vzbujanjem triptofanske fluorescence 
pri valovni dolžini 295 nm. Emisijski spekter pred in po dodajanju SUV v masnem razmerju 
protein/SUV = 1/10, smo merili pri valovnih dolžinah od 300 nm do 450 nm. 
 
3.2.2.3. Spremljanje interakcije egerolizinov z umetnimi lipidnimi 
membranami s testom sedimentacije 
 
Multilamelarne vezikle smo pripravili iz komercialno dostopnih lipidov. Holesterol, 
sfingomielin in POPC smo raztopili v kloroformu, CPE pa v mešanici kloroform/metanol 
(9/1, V/V) z dodatkom 10 µL bidestilirane vode. Ustrezne količine lipidov smo odpipetirali 
v bučko ter lipidni film pripravili z odstranitvijo topila z rotacijskim evaporatorjem (Buchi 
R-134, Švica). Po dodatku pufra za vezikle smo s pomočjo steklenih kroglic na krožnem 
mešalu lipide rehidrirali ter pridobili MLV s koncentracijo 5 mg/mL. Za test sedimentacije 
smo pripravili (1) ekvimolarne MLV s sestavo sfingomielin/holesterol, POPC/holesterol, 
CPE/POPC; (2) MLV s fiziološko koncentracijo CPE - CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, 
mol/mol/mol); (3) MLV z različno koncentracijo CPE ob ekvimolarnem razmerju POPC in 
holesterola; ter (4) MLV s 5 mol% CPE in različnimi razmerji POPC in holesterola. 
Test sedimentacije smo izvedli po že opisanem protokolu (Sepčić in sod., 2004). Egerolizine 
(0,5 mg/mL) in MLV smo zmešali v razmerju 1/10 (m/m) in mešanico inkubirali 30 min pri 
sobni temperaturi na rotacijskem mešalu (600 obr./min). Z namenom ločevanja proteinov 
vezanih na MLV in nevezanih proteinov smo vzorce centrifugirali 60 min pri 60000 g in 4 
˚C. Supernatant, ki je vseboval nevezane proteine, smo prenesli v čisto centrifugirko in 
oborili z 20 % trikloroocetno kislino. Po 10-minutni inkubaciji na ledu smo oborjene proteine 
sedimentirali s centrifugiranjem 12 min pri 14300 g in 4 ˚C. Sediment smo sprali 2-krat s 300 
µL ledeno hladnega acetona. Vzorce oborjenih nevezanih proteinov in na MLV vezanih 
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3.2.2.4. Spremljanje interakcije egerolizinov z lipidi in lipidnimi 
membranami s površinsko plazmonsko resonanco 
 
3.2.2.4.1. Interakcija egerolizinov z velikimi unilamelarnimi vezikli, ki 
vsebujejo CPE 
 
Kinetiko interakcij egerolizinov OlyA6, PlyA2 in EryA z membranami, ki vsebujejo CPE, 
smo preučevali z metodo SPR. Uporabili smo velike unilamelarne vezikle (ang. large 
unilamellar vesicles; LUV) premera ~100 nm, ki smo jih pripravili pri ~ 60 ˚C z ekstruzijo 
MLV skozi polikarbonatni filter (Millipore, Nemčija), kot je opisano v Sepčić in sod. (2003). 
Meritve SPR smo izvedli na refraktometrih Biacore X ter Biacore T100 (GE Healthcare, 
Švedska). Uporabili smo senzorski čip L1, rezultate pa smo analizirali s programskim 
paketom BIAevaluation software (GE Healthcare, Švedska). Za preučevanje interakcij 
proteinov z membranami, ki vsebujejo CPE, smo na senzorski čip L1 vezali LUV (0,5 
mg/mL) s sestavo CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol). Pred začetkom poskusa 
smo senzorski čip L1 ekvilibrirali 30 min pri sobni temperaturi. Celica Fc1 (ang. Flowcell 1) 
je služila kot referenčna celica, na merilno celico Fc2 pa smo nanesli LUV s pretokom 2 
µL/min, da smo dosegli ~7000 odzivnih enot (ang. response unit, RU). Za prekrivanje 
nespecifične vezave testiranih proteinov smo na obe celici senzorskega čipa nanesli 0,1 
mg/mL BSA s pretokom 30 µL/min. Egerolizine OlyA6, PlyA2 in EryA, same ali v 
kombinaciji s PlyB, smo nanesli z 1-minutnim injiciranjem pri pretoku 10 µL/min. 
Disociacijo proteinov smo spremljali 3 minute. Za egerolizine OlyA6 in PlyA2 smo uporabili 
0,25 µM koncentracijo, za EryA pa 5 µM koncentracijo. Mešanice egerolizin/PlyB smo 
pripravili v molskem razmerju 12,5/1. Senzorski čip smo regenerirali z 1-minutnim 
injiciranjem 0,5 % SDS in 40 mM oktil-beta-glikozidom pri pretoku 10 µL/min. 
Eksperimente smo izvajali pri 25 ˚C. 
Vpliv pH na kinetiko interakcij med 0,5 µM OlyA6 ali 5 µM EryA ter CPE/POPC/holesterol 
(5/47,5/47,5, mol/mol/mol) vezikli vezanimi na senzorski čip L1, smo izvedli kot je opisano 
zgoraj. Pripravili smo LUV v pufrih pH od 5,5 do 9,5 ter za eksperimente uporabljali nosilne 
pufre z isto vrednostjo pH.  
Meritve kinetike interakcij med OlyA6 in OlyA6 E69A ter LUV, ki vsebujejo sfingolipid 
CPE ali sfingomielin z ali brez holesterola smo izvedli z metodo SPR, po enakem postopku. 
Pripravili smo ekvimolarne LUV s sestavo CPE/POPC/holesterol, CPE/POPC, 
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sfingomielin/POPC, sfingomielin/holesterol in POPC/holesterol ter jih vezali na senzorski 
čip L1 in nato kot analita uporabili OlyA6 ali OlyA6 E69A (0,1 µM, 0,5 µM, 5 µM). 
 
3.2.2.4.2. Interakcije egerolizinov s fosfoholinom in fosfoetanolaminom 
 
Meritve SPR smo uporabili tudi za spremljanje interakcije egerolizinov OlyA6, EryA in 
PlyA2 s polarnimi glavami CPE (fosfoetanolamin) in sfingomielina (fosfoholin). Egerolizine 
OlyA6, PlyA2 in EryA smo preko amino skupin vezali na senzorsko površino čipa CM5. Za 
vezavo smo uporabili postopek EDC/NHS (N-etil-N’-[3-dimetilaminopropil]-karbodiimid/ 
N-hidroksisukcinimid) po navodilih proizvajalca (GE Healthcare, Švedska). Dekstranski 
matriks obeh celic smo aktivirali s 7-minutnim injiciranjem mešanice 400 mM N-etil-N’-[3-
dimetilaminopropil]-karbodiimida in 100 mM N-hidroksisukcinimida v razmerju 1/1 (V/V). 
Sledila je vezava 0,1 mg/mL OlyA6, PlyA2 ali EryA v 10 mM acetatnem pufru (pH 4,5) in 
blokada prostih estrskih skupin s 7-minutnim injiciranjem etanolamina. Za preučevanje 
interakcij med egerolizini in polarnimi glavami sfingolipidov smo prek čipa injicirali 
fosfoholin ali fosfoetanolamin v koncentraciji od 0,4 mM do 30 mM. Vzorce smo injicirali 1 
minuto pri pretoku 30 µL/min. Nosilni pufer je bil slani fosfatni pufer (ang. Phosphate-
buffered saline; PBS). 
 
3.2.2.4.3. Interakcije egerolizinov z umetnimi lipidnimi membranami, 
narejenimi iz lipidnih ekstraktov insektov  
 
Celokupne lipide iz celic Sf9 smo izolirali po metodi Bligh in Dyer (Bligh in Dyer, 1959) in 
jih hranili pri -20 ˚C, prepihane s dušikom. Za poskuse smo pripravili LUV po postopku, 
opisanem v točki 3.2.2.4.1. 
Meritve kinetike interakcij med OlyA6 in Sf9 LUV, vezanimi na senzorski čip L1, smo 
izvedli kot v točki 3.2.2.4.1. OlyA6 smo v različnih koncentracijah (1 µM, 2 µM, 3 µM, 4 
µM in 5 µM) 5 minut injicirali pri pretoku 10 µL/min ter spremljali disociacijo dodatne 3 
minute. Eksperiment smo izvajali pri treh temperaturah: 4 ˚C, 25 ˚C in 37 ˚C z namenom 
preučevanja vpliva temperature na interakcijo OlyA6 z membranami iz lipidov celic Sf9. 
Lipidna ekstrakcija iz črevesja ličink mokarja, koloradskega hrošča, kot tudi iz celokupnih 
ličink koruznega hrošča larvalnega stadija L1, je potekala po modificiranem protokolu Seppo 
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in sod. (2003) z namenom razdelitve polarnih in nepolarnih lipidov, saj smo prisotnost CPE 
pričakovali v frakciji nepolarnih lipidov (Novak in sod., 2020). Maso črevesja ali ličinke 
insektov smo resuspendirali v 3 mL ledeno hladne bidestilirane vode, nato smo dodali osem 
volumnov ledeno hladnega metanola ter še štiri volumne ledeno hladnega kloroforma, z 
vmesnim večkratnim mešanjem na vibracijskem mešalu. Homogenat smo čez noč stresali pri 
25 °C in naslednji dan centrifugirali 15 min pri 1000 g in 25 °C. Po centrifugiranju smo 
supernatant shranili pri 4 °C. Sediment smo ponovno ekstrahirali in centrifugirali po istem 
postopku. Supernatant smo združili s supernatantom, pridobljenim po prvem centrifugiranju. 
Temu smo nato dodali takšen volumen ledeno hladne destilirane vode, da smo prvotno 
volumsko razmerje topil voda:metanol:kloroform iz 3/8/4 spremenili v 5,6/8/4. Ponovno smo 
centrifugirali 15 min pri 1000 g in 25 °C in dobili dve ločeni fazi, nepolarno (spodnjo) in 
polarno (zgornjo). Fazi smo ločeno posušili na rotavaporju. Lipide nepolarne faze smo 
raztopili v mešanici kloroform/metanol (1/1, V/V) do koncentracije 20 mg/mL. MLV smo 
pripravili v koncentraciji 10 mg/mL v pufru za vezikle, in sicer iz nepolarnih lipidov insektov, 
saj smo v tej fazi pričakovali prisotnost CPE. Za meritve SPR smo pripravili LUV po istem 
postopku kot v točki 3.2.2.4.1. 
Meritve kinetike interakcij med 5 µM OlyA6 ali 5 µM EryA, samimi ali v prisotnosti PlyB, 
in LUV iz nepolarnih lipidov insektov, vezanih na senzorski čip L1, smo izvedli kot v točki 
3.2.2.4.1. OlyA6, EryA ali OlyA6/PlyB, EryA/PlyB smo injicirali 1 minuto pri pretoku 10 
µL/min ter spremljali disociacijo dodatne 3 minute. Eksperiment smo izvajali pri temperaturi 
25 ˚C. 
Meritve kinetike interakcij med OlyA6 in OlyA6 E69A (1-5 µM) in LUV, narejenimi iz 
celokupnega lipidnega ekstrakta celic Sf9, ki so bili vezani na senzorski čip L1, smo izvedli 
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3.2.3. Tvorba oligomerov OlyA ob interakciji z lipidnimi 
membranami 
 
3.2.3.1. Meritve fluorescenčne mikrospektroskopije 
 
Z namenom ugotoviti, ali se monomeri OlyA6 združujejo na membrani, ki vsebuje CPE, smo 
izvedli spektralni FRET (Försterjev prenos resonančne energije, ang. Förster resonance 
energy transfer) s fluorescenčo mikrospektroskopijo (FMS). S to metodo smo poleg 
kvalitativnega odgovora o pojavu FRET med OlyA6-EGFP in OlyA6-mCherry monomeri, 
ki so na razdalji par nm, lahko analizirali tudi emisijski spekter akceptorja. Po postopku, 
opisanem v točki 3.2.2.3., smo pripravili MLV s sestavo CPE/POPC/holesterol (5/47.5/47.5, 
mol/mol/mol) in ekvimolarne POPC/holesterol kot negativno kontrolo. V pufer za vezikle 
smo k MLV dodali OlyA6-mCherry ali OlyA6-EGFP v 5 µM koncentraciji ali mešanico 
obeh, in inkubirali 15 min na rotacijskem mešalniku pri 600 obr./min in sobni temperaturi. 
Nato smo vzorce centrifugirali 15 min pri 16000 g in 25 ˚C. Supernatant, ki je vseboval 
nevezane proteine, smo odstranili, sedimente s proteini vezanimi na MLV pa smo 2-krat 
sprali in resuspendirali v pufru za vezikle.  
Meritve FMS so bile izvedene na eksperimentalnem sistemu zgrajenem na Nikonovem 
invertnem mikroskopu Eclipse TE2000-E na Institutu Jožef Stefan, kot je bilo opisano v 
Arsov in sod. (2011). Fluorescenčni oznaki EGFP in mCherry na proteinu OlyA6 sta bili 
vzbujeni s ksenonsko-živosrebrno žarnico moči 175 W (Sutter Lambda LS, Novato, CA), 
preko vzbujevalnih filtrov z razponom 415-455 nm ali 468-552 nm. Fluorescenca je bila 
zaznana preko emisijskih filtrov z razponom 468-552 nm ali  580-654 nm. Spektralno analizo 
je omogočal tekočekristalni prilagodljivi filter VariSpec (LCTF; Varispec VIS-10-20, CRi, 
Woburn, MA), postavljen pred EMCCD kamero (iXon3 897 iz Andor, Belfast, UK), ki 
omogoča sekvenčno zajemanje slik pri različnih valovnih dolžinah med posameznim 
emisijskim filtrom. Spektralne slike proteinov OlyA6-mCherry in/ali OlyA6-EGFP, vezanih 
na MLV, smo zajeli pri različnih valovnih dolžinah.Iz naloženih slik, smo ekstrahirali 
podatke iz posamezne lokacije vzorca (iz skupine pikslov). Za spektralne FRET poskuse smo 
uporabili vzbujevalni filter 415-455 nm, s katerim smo ekscitirali OlyA6-EGFP, slike pa smo 
posneli na vsakih 5 nm v spektralnem območju od 585 nm do 650 nm (emisijski spekter 
OlyA6-mCherry) pri ekspozicijskem času 0,5 s. Za zajemanje slik pri različnih valovnih 
dolžinah in njihovo obdelavo smo uporabili programsko opremo “FMS+: Fluorescence 
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MicroSpectroscopy Acquisition, Control, Processing” (MathWorks MatLab, Natick, MA, 
ZDA).  
  
3.2.3.2. Prikaz oblikovanja kompleksov OlyA6 na membranah, ki 
vsebujejo CPE, s krio-elektronsko mikroskopijo 
 
Analiza oblikovanja kompleksov OlyA6 na membrani je bila izvedena s krioelektronsko 
mikroskopijo na Inštitutu za anatomijo Medicinske fakultete Univerze v Bernu, Švica.  
Rekombinantni protein OlyA6 smo v 5,3 µM koncentraciji zmešali z 10 µL MLV 
(CPE/POPC/holesterol, 5/47,5/47,5, mol/mol/mol), tako da je bilo končno razmerje 
lipid/protein 1600/1. Pri EryA smo uporabili 25 µM koncentracijo. Vzorec (3 µL) smo 
nanesli na bakreno mrežico pri 100 % vlažnosti in 4 °C. Z robotom za vitrifikacijo FEI 
Vitrobot Mach 4 smo mrežice zamrznili v tekočem etanu in jih do uporabe shranili v tekočem 
dušiku. Zajemanje in obdelava podatkov so potekali na presevnem krio-elektronskem 
mikroskopu FEI Tecnai F20, opremljenem z FEI Falcon III detektorjem z Gatan 626 krio-
nosilcem. Zajem slike je bil narejen pri 50000-kratni povečavi (velikost piksla 2,08 Å) z 
avtomatsko poravnavo slik. Celokupna doza elektronov skozi vzorec je znašala 40-65 e-/ Å2. 
Analiza slik je bila narejena s programoma 3dmod in Fiji (Schindelin in sod., 2012). 
 
3.2.5. Interakcije fluorescenčnih različic egerolizinov s celicami 
 
Za preverjanje interakcije egerolizinov z biološkimi membranami, ki vsebujejo CPE ali 
sfingomielin, smo izbrali insektne celice Sf9 in sesalske celice MDCK. Lipidomske raziskave 
so pokazale, da je CPE poglavitni sfingolipid pri celicah Sf9 (Novak in sod., 2020), 
sfingomielin pa poglavitni sfingolipid pri celicah MDCK (Sampaio in sod., 2011). 
 
3.2.5.1. Gojenje celic Sf9 in MDCK 
 
Celice Sf9 in MDCK smo nasadili na ploščice z 96 jamicami (Corning, ZDA) po 100 μl 
celic/jamico s koncentracijo 150,000 celic/ml. Celice Sf9 smo gojili čez noč v inkubatorju 
pri 28 °C in v gojišču Insect-XPRESS™, da so se dobro pritrdile na podlago. Celice MDCK 
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smo gojili 2 dni pri 37 °C in 5 % CO2 v gojišču A-DMEM/F12 (1/1, V/V) s 5 % fetalnim 
govejim serumom, 50 U/mL kristalina (Pliva, Hrvaška) in streptafatola (Fatol, Griefdwald, 
Nemčija). 
 
3.2.5.2. Označevanje celic 
 
Celice Sf9 ali MDCK smo fiksirali z 2 % paraformaldehidom za 15 min pri sobni temperaturi 
ter jih sprali s pufrom PBS. Tako fiksirane celice smo 10 min inkubirali s 5 µM OlyA6-
mCherry ali 5 µM EryA-mCherry pri sobni temperaturi. Nevezane proteine smo odstranili 
tako, da smo 3-krat sprali s pufrom PBS. Jedra celic smo obarvali z barvilom DAPI. 
Označene celice smo opazovali z imerzijskim objektivom (63× oil, NA 1.40) na 
fluorescenčnem mikroskopu AxioImager Z1 z dodatkom modula ApoTome, ki omogoča 
optično rezanje pripravljenega preparata. Slike smo pridobili s programom Axio-Vision (Carl 
Zeiss, Nemčija). 
 
3.2.5.3. Inhibicija interakcije egerolizinov s celicami MDCK 
 
Da bi primerjali afiniteto OlyA6 do CPE in sfingomielina, smo protein OlyA6-mCherry (5 
µM) predinkubirali s 5 mM MLV z ekvimolarno sestavo sfingomielin/holesterol, 
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3.2.6. Permeabilizacijska aktivnost egerolizinov ob prisotnosti PlyB 
 
3.2.6.1. Sproščanje kalceina iz malih unilamelarnih veziklov, ki 
vsebujejo CPE, ob dodatku egerolizinov v prisotnosti PlyB 
 
S kalceinom napolnjenimi SUV s sestavo CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol)  
smo spremljali vezavo rekombinantnih egerolizinov OlyA6, PlyA2, EryA v kombinaciji s 
PlyB in njihovo permeabilizacijo po že opisanih postopkih (Ota in sod., 2013; Sepčić in sod., 
2003, 2004). SUV smo pridobili iz MLV, ki smo jih pripravili v pufru za vezikle s kalceinom 
(80 mM) in jih nato sonicirali 30 minut (10 s pulz in 10 s hlajenje na ledu) pri amplitudi 38 
%. Prosti kalcein smo odstranili z gelsko filtracijo na 0,7 cm × 7 cm Sephadex G-50 koloni 
(GE Healthcare, Švedska), kjer smo vezikle eluirali s prostim volumnom kolone. Sproščanje 
kalceina iz SUV smo merili na fluorescenčnem čitalcu mikrotitrskih plošč Infinite® M Nano 
(Tecan, Švica) pri sobni temperaturi. Ob dodatku 1 mM detergenta Triton X-100 smo dobili 
vrednosti maksimalne fluorescence za posamične vezikle in nato vezikle ustrezno redčili, da 
so maksimalne vrednosti fluorescence bile povsod približno enake oz. da smo povsod imeli 
enako koncentracijo SUV. Na mikrotitrski ploščici s 96 jamicami smo pripravili serijo 
redčitev mešanic egerolizin/PlyB (12,5/1, mol/mol) in dodali enako količino SUV. Vzorce 
smo osvetlili s svetlobo valovne dolžine 485 nm ter 20 min v 30-sekundnih intervalih 
spremljali intenziteto izsevane svetlobe sproščenega kalceina pri valovni dolžini 538 nm (F). 
Za vse vezikle smo izmerili tudi vrednosti minimalne (Fmin, fluorescenca samih veziklov 
brez dodanih proteinov) in maksimalne fluorescence (Fmax, fluorescenca po dodatku 1 mM 
detergenta Triton X-100 in popolni sprostitvi kalceina). Delež sproščenega kalceina R (%) 
smo izračunali po enačbi 1:  
 
R = (F-Fmin)/(Fmax-Fmin) x 100                                        Enačba 1,  
 
in dobljene vrednosti za delež sproščenega kalceina po 20 minutah za vsako vrsto lipidnih 
veziklov grafično predstavili s programom Origin (OriginLab, ZDA).  
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3.2.6.2. Prikaz por OlyA6/PlyB in EryA/PlyB na membranah, ki 
vsebujejo CPE, s krio-elektronsko mikroskopijo 
 
Analiza tvorbe transmembranske pore OlyA6/PlyB in EryA/PlyB na membrani, ki vsebuje 
CPE, je bila izvedena s krio-elektronsko mikroskopijo na Inštitutu za anatomijo Medicinske 
fakultete Univerze v Bernu, Švica. Eksperimenti so bili izvedeni po istem postopku kot v 
točki 3.2.3.2. 
 
3.2.6.3. ATP test viabilnosti na celicah MDCK in Sf9 ob dodatku 
egerolizinov v prisotnosti PlyB 
 
ATP test celične viabilnosti smo izvedli s pomočjo reagenta CellTiter-Glo (Promega Corp, 
ZDA) po navodilih proizvajalca. Celice Sf9 in MDCK smo nasadili na ploščo s 96 jamicami 
(Costar, ZDA) v koncentraciji 3,7 × 104 celic/cm2 (celice Sf9) in 3 × 104 celic/cm2 (celice 
MDCK), v ustreznem mediju. Po 48 h smo celice 30 min tretirali z egerolizini (0,1, 1, 5 μM), 
samimi ali v kombinaciji s PlyB v molarnem razmerju egerolizin/PlyB 12,5/1. Luminiscenco 
smo pomerili z mikročitalcem Safire 2 (Tecan, Švica). Toksičnost posameznih proteinov ali 
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3.2.7. Testi toksičnosti na izbranih rastlinskih škodljivcih 
 
Potencialen toksičen vpliv OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB smo testirali na dveh 
ekonomsko najpomembnejših rastlinskih škodljivcih, ličinkah koloradskega in ličinkah 
koruznega hrošča. 
 
3.2.7.1. Testi toksičnosti na ličinkah koruznega hrošča 
 
Za ličinke koruznega hrošča smo uporabili umetno hrano (Frontier Agricultural Sciences, 
ZDA; F9800B; 13,8 g, pH 8). Za teste toksičnosti smo uporabljali ploščo s šestimi jamicami. 
V vsako jamico smo odpipetirali 2,5 mL umetne hrane. Na umetno hrano, ki se je strdila, 
smo nanesli po 100 µL ustrezne mešanice OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB ali EryA/PlyB ter s 
sterilnim trikotnikom razmazali po površini. V vsako jamico smo nanesli 0,5 mg/mL 
egerolizina in 0,04 mg/mL PlyB, v končni koncentraciji 5,6 µg/cm2 kompleksa 
egerolizin/PlyB. Pet ličink faze L1 (larvalni stadij 1) koruznega hrošča smo prenesli v vsako 
jamico ter nato ploščo pokrili s folijo (4ti-0560; 4titude, VB), ki smo jo preluknjali, da bi 
omogočili pretok zraka. Pri vsakem obravnavanju smo naredili 4 tehnične ponovitve in 2 
biološki. Poskus je trajal 7 dni, preživelost ličink pa smo opazovali 1., 3., 5. in 7. dan. 
Za določanje polovične letalne doze (LD50) smo testirali šest koncentracij mešanic 
egerolizin/PlyB od 0,0 μg/cm2 do 11,2 μg/cm2. Za vsako koncentracijo smo imeli po 15 
ličink. Pri 3. dnevu smo pomerili tudi dolžino živih ličnik s stereomikroskopom (M205 C; 
Leica, Nemčija). Testi toksičnosti so potekali v rastni komori pri 22 ± 1 °C s 77 % relativne 
zračne vlažnosti in fotoperiodo 14 h/10 h (dan/noč). Kot negativno kontrolo smo uporabljali 
pufer 20 mM Tris, 0,5 % glicerol, pH 8, za pozitivno kontrolo pa 0,5 % raztopine insekticida 
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3.2.7.2. Testi toksičnosti na ličinkah koloradskega hrošča 
 
Ličinke koloradskega hrošča smo nabrali na polju krompirja en dan pred izvedbo poskusa. 
Glede na barvo pronotuma smo ličinke razdelili na dve skupini: mlade ličinke (L1+L2) in 
stare ličinke (L3+L4). Uporabljali smo diske krompirjevih listov s 14 mm premerom, ki smo 
jih namakali 5 min v ustrezno mešanico OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB (0,5 mg/mL 
egerolizin, 0,04 mg/mL PlyB). Končna koncentracija kompleksa egerolizin/PlyB na listnem 
disku je bila 9,0 µg/cm2. Po en listni disk in eno ličinko iz ustrezne skupine smo postavili v 
jamico na plošči s 6-imi jamicami. Vsak drugi dan smo listne diske zamenjali s svežimi. 
Delali smo po 2 tehnični in 3 biološke ponovitve, n = 36 ličink iz vsake skupine na 
A 
B 
Slika 6. Prikaz ličink koruznega hrošča in izvedbe testov toksičnosti. (A) Ličinke koruznega hrošča na 
korenini koruze. (B) Ličinke koruznega hrošča na umetni hrani. Avtor fotografije (A): Špela Modic. 
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obravnavanje. Testi toksičnosti so potekali v rastni komori pri 22 ± 1 °C s 77 % relativne 
zračne vlažnosti in fotoperiodo 14 h/10 h (dan/noč). Kot negativno kontrolo smo uporabljali 
pufer (20 mM Tris, 0,5% glicerol, pH 7,5), za pozitivno kontrolo pa 0,1 % raztopino 
insekticida Actara (Actara 25 WG; aktivna spojina, 25 % (m/m) tiametoksam; Syngenta, 
Švica). Test toksičnosti je trajal 5 dni, preživelost pa smo preverjali vsak dan. Težo ličink 
smo zabeležili 1. in 5. dan. 

























Slika 7. Prikaz ličink koloradskega hrošča (A) in izvedbe testov toksičnosti (B). Listi krompirja so tretirani s 
kompleksom egerolizin/PlyB. Avtor fotografije: Špela Modic. 
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4.1. Izolacija in karakterizacija rekombinantnih proteinov 
 
Rekombinantne proteine smo izražali v ekspresijskem sevu E. coli BL21(DE3). Egerolizine 
OlyA6, PlyA2 in EryA smo uspešno pripravili v topni obliki z gojenjem pri 20 ºC in jih 
izolirali po protokolu, opisanem v Ota in sod. (2013). Fluorescenčne različice egerolizinov 
OlyA6 (OlyA6-mCherry, OlyA6-EGFP) in EryA (EryA-mCherry) smo izolirali po enakem 
postopku. V postopek izolacije topnih egerolizinov smo vključili dodatno centrifugiranje pri 
100000 g in nato vzorce nanesli na Ni-NTA agarozo. Na ta način smo odstranili večino 
nečistoč. Po potrebi smo uporabili ionsko-izmenjevalno kromatografijo, da smo dodatno 
očistili proteine (Slika 8). Čistost proteinov smo preverili z NaDS-PAGE elektroforezo 
(Slika 8). Rekombinantni PlyB (zrela oblika) se izraža v netopni obliki oz. v inkluzijskih 
telesih, zato smo uporabljali standardni postopek razvijanja proteinov z gvanidinijevim 
hidrokloridom in zvijanja z redčenjem, opisan v Ota in sod. (2013). Dodatno čiščenje z 
ionsko-izmenjevalno kromatografijo ni bilo potrebno. 
Mutanta OlyA6 E69A smo izolirali po postopku, opisanem v točki 3.2.1.1. Uspešnost 
izolacije smo preverili z NaDS-PAGE elektroforezo (Slika 9). Z izoliranim mutantom smo 
želeli potrditi vezavno mesto CPE, kot tudi pridobiti informacije o obstoju dveh konformacij 
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OlyA6 PlyA2 EryA 
Slika 8. Izolacija in čiščenje rekombinantnih glivnih egerolizinov OlyA6, PlyA2 in EryA in 
rekombinantnega proteinskega partnerja PlyB. A) Slika NaDS-PAGE elektroforeze po izolaciji 
rekombinantnih proteinov. (B) Elucijski kromatogram OlyA6 po čiščenju proteina z ionsko izmenjevalno 
kromatografijo. (C) Elucijski kromatogram PlyA2 po čiščenju proteina z ionsko izmenjevalno kromatografijo. 































Slika 9. Izolacija mutanta OlyA6 E69A. Z NaDS-PAGE elektroforezo je bila potrjena uspešnost izolacije 
OlyA6 E69A. S puščico je označena lisa proteina. 
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4.2. Vezavne študije egerolizinov 
 
4.2.1. Interakcije egerolizinov z insektnimi ogljikovimi hidrati 
 
OlyA6 se ne veže na nobenega od 403 insektnih glikanskih ostankov glikanske mikromreže 
(Preglednica 1). Ne moremo pa izključiti možnosti, da OlyA6 interagira z α-1,3 fukoza N-
glikanom, ki je eden poglavitnih glikanskih ostankov insektnega izvora in ni bil zajet v 
študiji. 
 
4.2.2. Sprememba triptofanske fluorescence egerolizinov ob 
interakciji z vezikli, ki vsebujejo CPE 
 
Analiza triptofanskega spektra OlyA6 in EryA ob dodatku SUV, ki vsebujejo 5 mol% CPE 
nam je omogočila natančnejšo karakterizacijo interakcije egerolizinov s CPE in dala odgovor 
na vprašanje, ali triptofanski ostanki sodelujejo v tej interakciji. Pri vrhu triptofanskega 
emisijskega spektra OlyA6 in EryA ob prisotnosti SUV s 5 mol% CPE je opazen premik vrha 
krivulje v levo (Slika 10). To nakazuje na prehod triptofanov v bolj hidrofobno okolje in 
konformacijsko spremembo proteinov. Prav tako je tudi potrditev, da triptofanski ostanki 
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Slika 10. Triptofanski spekter egerolizinov OylA6 in EryA (10 µg/mL) ob dodatku malih 
unilamelarnih veziklov sestave CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol). Rdeča barva označuje 
triptofanski spekter egerolizinov v prisotnosti veziklov, ki vsebujejo CPE. S črno barvo je prikazan 
triptofanski spekter egerolizinov v puferski raztopini. V obeh primerih je razviden premik vrha triptofanskega 
















4.2.3. Interakcije egerolizinov z umetnimi lipidnimi membranami 
 
Za preliminarno analizo vezave glivnih egerolizinov z MLV ekvimolarne sestave 
CPE/holesterol, CPE/POPC, sfingomielin/holesterol in POPC/holesterol smo uporabili test 
sedimentacije. Potrdili smo rezultate Bhat in sod. (2013), da se rekombinantna egerolizina 
PlyA2 in EryA vežeta na MLV sestave CPE/holesterol (Slika 11A). Na enake vezikle se veže 
tudi OlyA6, ki smo ga uporabljali v naši raziskavi (Slika 11A). Interakcija egerolizinov z 
MLV sestave CPE/POPC je šibka (Slika 11A), medtem ko do interakcije egerolizinov z 
MLV sestave POPC/holesterol ne pride (Slika 11A). OlyA6 in PlyA2 se vežeta tudi na MLV  
sestave sfingomielin/holesterol, medtem ko EryA, testiran v enaki koncentraciji kot OlyA6 
in PlyA2, kaže specifičnost samo do membran, ki vsebujejo CPE (Slika 11A). Kot kontrolo 
smo uporabili egerolizin Cry34Ab1 iz bakterije B. thuringiensis, ki se uporablja kot 
bioinsekticid. Cry34Ab1 se rahlo in nespecifično veže na vse testirane MLV (Slika 11A). 
V nevretenčarskih membranah je koncentracija CPE od 2 mol% do 6 mol% (Guan in sod., 
2013), zato smo v nadaljnji analizi s sedimentacijskim testom kvalitativno preverili 
interakcijo glivnih egerolizinov z membranami, ki vsebujejo 5 mol% CPE in ekvimolarno 
razmerje POPC in holesterola. OlyA6 in PlyA2 sta močno interagirala z membranami, ki 
vsebujejo 5 mol% CPE, medtem ko je bila interakcija z EryA nekoliko šibkejša (Slika 11B).  
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Želeli smo ugotoviti tudi, kolikšna je minimalna potrebna koncentracija CPE in holesterola 
v membrani, da lahko pride do interakcije s preučevanimi egerolizini. Za nadaljnjo analizo 
smo izbrali OlyA6 in EryA, kot egerolizina z najbolj različnimi vezavnimi lastnostmi. 
Pripravili smo MLV z različnimi koncentracijami CPE (od 1 mol% do 5 mol%) in 
ekvimolarnimi razmerji holesterola in POPC. Ugotovili smo, da OlyA6 in EryA v umetnih 
lipidnih membranah prepoznata do 1 mol% CPE (Slika 11C). Pripravili smo tudi MLV s 
konstantno koncentracijo CPE, 5 mol%, kjer smo spreminjali koncentracijo holesterola. 
OlyA6 potrebuje vsaj 30 mol% holesterola, da pride do interakcije, medtem ko EryA 
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Slika 11. Interakcije glivnih egerolizinov OlyA6, PlyA2 in EryA z umetnimi lipidnimi membranami z 
različno lipidno sestavo. (A)  Interakcija OlyA6, PlyA2, EryA in Cry34Ab1 z različno sestavo lipidov v 
ekvimolarnih multilamelarniih veziklih. (B)  Interakcija OlyA6, PlyA2 in z multilamelarnimi vezikli, ki 
vsebujejo 5 mol% CPE. (C)   Interakcija OlyA6 in EryA z multilamelarnimi vezikli z različnih koncentracijah 
CPE in holesterola. CPE, ceramid fosfoetanolamin; Hol, holesterol; POPC, palmitoil-oleoil fosfatidilholin; 
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Slika 12. Interakcije OlyA6, PlyA2 in EryA z velikimi unilamelarnimi vezikli sestave 
CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol), sami ali v kombinaciji s proteinskim partnerjem PlyB 
preučevane s površinsko plazmonsko resonanco. (A) Interakcija 0,25 µM OlyA6, samega ali v prisotnosti 
PlyB, s testiranimi vezikli. (B)   Interakcija 0,25 µM PlyA2, samega ali v prisotnosti PlyB, s testiranimi vezikli. 
(C) Interakcija 5 µM EryA, samega ali v prisotnosti PlyB, s testiranimi vezikli. CPE, ceramid fosfoetanolamin; 




Da bi natančneje ovrednotili kinetiko interakcij egerolizinov OlyA6, PlyA2 in EryA z LUV, 
ki vsebujejo fiziološko relevantno koncentracijo CPE (5 mol%), smo uporabili tehniko SPR. 
Na senzorski čip L1 smo vezali LUV s sestavo CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, 
mol/mol/mol) do ~7000 RU. Kot analite smo uporabili OlyA6, EryA, PlyA2, same ali v 
kombinaciji s proteinskim partnerjem PlyB. Z meritvami SPR smo potrdili rezultate 
sedimentacijskega testa. OlyA6 (0,25 µM) in PlyA2 (0,25 µM) se močno in stabilno vežeta 
na LUV, ki vsebujejo 5 mol% CPE (Slika 12A,B). Vezava EryA je šibkejša in reverzibilna 
(Slika 12C). Da bi dosegli podoben odziv vezave kot pri OlyA6 in PlyA2, smo uporabili 20-
krat višjo koncentracijo EryA. V vseh primerih se ob dodatku PlyB vezava ojača in dodatno 
stabilizira, kar nakazuje na tvorbo stabilnih proteolipidnih kompleksov (Slika 12). Zanimivo 
je, da je vezava ob dodatku PlyB stabilizirana tudi v primeru EryA, čeprav je naraven 













Znano je, da se pH črevesja razlikuje med posameznimi redovi insektov. Na osnovi 
insekticidnih testov (Rezultati, točka 4.8.) predvidevamo, da so epitelne celice v črevesju 
insektov končna tarča egerolizinov. Zato je pomembno preveriti, kako pH vpliva na vezavo 
glivnih egerolizinov na membrane, ki vsebujejo CPE. Pripravili smo LUV s sestavo 
CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol) v pufrih z različnimi pH-vrednostmi. 
Meritve SPR smo izvedli pri različnih pH-vrednostih, z LUV vezanimi na čip L1. Testirali 
smo vezavo OlyA6 in EryA ter ugotovili, da je interakcija glivnih egerolizinov boljša pri 
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Slika 13. Vpliv pH na interakcijo OlyA6 in EryA z membranami, ki vsebujejo CPE. (A) Interakcija 0,5 
µM OlyA6 z velikimi unilamelarnimi vezikli, ki vsebujejo 5 mol% CPE, pri različnih vrednostih pH (5,5-9,5). 
(B) Interakcija 0,5 µM EryA z velikimi unilamelarnimi vezikli, ki vsebujejo 5 mol% CPE, pri različnih pH 
vrednostih (5,5-9,5). CPE, ceramid fosfoetanolamin. 
 
kislih pogojih (Slika 13). Optimalen pH za najbolj stabilno vezavo OlyA6 je 6,5 (Slika 13A), 
za EryA pa 5,5 (Slika 13B). V primeru EryA je z zviševanjem pH vezava šibkejša in manj 















4.2.4. Interakcije egerolizinov s fosfoholinom in fosfoetanolaminom 
 
Ugotovili smo, da se glivni egerolizini OlyA6, PlyA2 in EryA vežejo na membrane, ki 
vsebujejo CPE. OlyA6 in PlyA2 prepoznata tudi membrane s sfingomielinom, vendar z nižjo 
afiniteto, kot pri membranah s CPE (Bhat in sod., 2013). V nadaljevanju smo želeli preveriti, 
ali je polarna glava sfingolipidov ključna za interakcijo egerolizinov z membranskimi lipidi. 
Želeli smo ugotoviti tudi, ali je specifična interakcija EryA z membranami, ki vsebujejo CPE, 
prav tako posledica interakcije s polarno glavo CPE, fosfoetanolaminom. S pomočjo metode 
SPR smo preverili vezavo polarnih glav fosfoetanolamina in fosfoholina z egerolizini OlyA6, 
PlyA2 ali EryA, ki so bili vezani na senzorski čip CM5. Vezavo fosfoholina in 
fosfoetanolamina na glivne egerolizine smo testirali v koncentracijah od 0,468 mM do 30 
mM. Tako fosfoholin kot fosfoetanolamin interagirata z vsemi testiranimi egerolizini 
(OlyA6, PlyA2 in EryA) (Slika 14) s podobnimi disociacijskimi konstantami (Preglednica 
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Preglednica 3. Konstante disociacije (KD) glivnih egerolizinov OlyA6, PlyA2 in EryA ob interakciji s polarnimi 





























OlyA6 27 mM 13 mM 
PlyA2 13 mM 13 mM 
EryA 45 mM 31 mM 
Slika 14. Interakcije OlyA6, PlyA2 in EryA s polarnimi glavami sfingolipidov.  
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4.2.5. Interakcije egerolizinov z umetnimi lipidnimi membranami, 
narejenimi iz insektnih lipidov 
 
Pokazano je bilo, da je CPE poglavitni sfingolipid v membranah insektnih celic Sf9 (Novak 
in sod., 2020). Da bi ovrednotili interakcijo OlyA6 z naravnimi lipidi, smo iz celokupnega 
lipidnega ekstrakta celic Sf9 pripravili LUV in izvedli meritve SPR pri različnih 
temperaturah. Z meritvami SPR smo pokazali, da je interakcija OlyA6 z LUV iz lipidov celic 
Sf9 koncentracijsko odvisna pri vseh testiranih temperaturah (Slika 15A-D). V prisotnosti 
proteinskega partnerja PlyB je bila vezava OlyA6 na LUV iz lipidnega ekstrakta celic Sf9 pri 
25 ˚C ojačana in stabilizirana (Slika 15B). V tem primeru smo podaljšali asociacijo do 10 
min, vendar saturacije nismo dosegli. Pri 4 ˚C je interakcija stabilna s počasno asociacijo 
(Slika 15C). Pri 25 ˚C je interakcija reverzibilna s hitro asociacijo (Slika 15A), medtem ko 
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Slika 15. Interakcije OlyA6 z velikimi unilamelarnimi vezikli narejenimi iz celokupnega lipidnega 
ekstrakta insektnih celic Sf9. (A) Koncentracijsko odvisna interakcija OlyA6 (1-5 µM) z velikimi 
unilamelarnimi vezikli iz totalnega lipidnega esktrakta celic Sf9. (B) Interakcija 5 µM OlyA6 z velikimi 
unilamelarnimi vezikli, narejenimi iz celokupnega lipidnega ekstrakta Sf9, v prisotnosti proteinskega partnerja 
PlyB. (C) Koncentracijsko odvisna interakcija OlyA6 (1-5 µM) z velikimi unilamelarnimi vezikli iz totalnega 
lipidnega ekstrakta celic Sf9 pri 4 °C. (D) Koncentracijsko odvisna interakcija OlyA6 (1-5 µM) z velikimi 
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Slika 16. Interakcije egerolizinov OlyA6, PlyA2 in EryA z velikimi unilamelarnimi vezikli narejenimi iz 
ekstrakta nepolarnih lipidov insektov. (A) Interakcije OlyA6, PlyA2 in EryA (5 µM), samih ali v kombinaciji 
s PlyB (molarno razmerje egerolizin/PlyB=12,5/1), z velikimi unilamelarnimi vezikli sestavljenimi iz 
nepolarnih lipidov iz črevesja ličink koloradskega hrošča. (B) Interakcije OlyA6, PlyA2 in EryA(5 µM), samih 
ali v kombinaciji s PlyB (molarno razmerje egerolizin/PlyB=12,5/1), z velikimi unilamelarnimi vezikli 
sestavljenimi iz nepolarnih lipidov iz ličink koruznega hrošča. (C) Interkacije OlyA6, PlyA2 in EryA(5 µM), 
samih ali v kombinaciji s PlyB (molarno razmerje egerolizin/PlyB=12,5/1), z velikimi unilamelarnimi vezikli 




Da bi dodatno ovrednotili vezavo egerolizinov z naravnimi lipidi iz tarčnih insektnih 
škodljivcev, smo po polarnosti izolirali lipide iz ličink koloradskega hrošča, ličink koruznega 
hrošča in ličink mokarja. Na osnovi insekticidnih testov (Rezultati, točka 4.8.) so bili lipidi 
iz ličink mokarja izbrani kot negativna kontrola. V primeru ličink koloradskega hrošča in 
ličink mokarja smo lipide izolirali iz črevesja. V primeru ličink koruznega hrošča smo 
ekstrakcijo izvedli iz celotnih ličink (larvalni stadij L1), ker izolacija črevesja ni bila uspešna. 
Iz nepolarnih lipidov različnega insektnega izvora smo pripravili LUV ter jih vezali na 
senzorski čip L1 do ~ 2000 RU in nanje injicirali glivne egerolizine (OlyA6, PlyA2, EryA), 
same ali v kombinaciji s PlyB. OlyA6 in PlyA2 sta se vezala na LUV iz nepolarnih lipidov 
ličink koloradskega hrošča in ličink koruznega hrošča. Ob prisotnosti proteinskega partnerja 
PlyB je bila vezava dodatno stabilizirana (Slika 16A, 16B). Vezava EryA je bila zelo šibka 
in ni bilo vidne spremembe ob prisotnosti PlyB (Slika 16). Na LUV iz nepolarnih lipidov 















Koloradski hrošč Koruzni hrošč Mokar 
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4.4. Oblikovanje oligomerov OlyA ob interakciji z lipidnimi 
membranami 
 
4.4.1. Spektralni FRET 
 
Spektralna fluorescenčna mikrospektroskopija (FMS) je zelo občutljiva metoda, ki omogoča 
detekcijo minimalnih sprememb fluorescenčnega emisijskega spektra (Arsov in sod., 2015). 
To lastnost smo izkoristili za preučevanje spektralnih lastnosti fluorescenčnega OlyA6, 
vezanega na različne lipidne membrane. Spektralno slikanje omogoča zajemanje podatkovpri 
različnih valovnih dolžinah v slike, ki se nalagajo. Iz naloženih slik lahko analiziramo 
spektralne lastnosti fluorescenčnih proteinov v posameznem pikslu ali skupini pikslov. Te 
lastnosti lahko izkoristimo tudi za preučevanje pojava FRET med fluorescenčnim parom 
EGFP-mCherry (Slika 17A) (Albertazzi in sod., 2009). Poleg kvalitativnega dokaza pojava 
FRET lahko analiziramo tudi emisijski spekter akceptorja (Slika 17B). Vzorce smo 
osvetljevali z donorskim (OlyA6-EGFP) ekscitacijskim filtrom (415-455 nm) in dobili 
emisijski signal akceptorja (OlyA6-mCherry) v spektralnem območju 585-650 nm (Slika 
17B). Glavna prednost spektralnega FRET je sposobnost lokaliziranja in ločevanja med 
akceptorskim emisijskim spektrom in donorskim emisijskim spektrom, s čimer lahko 
potrdimo pojav FRET. V mešanici OlyA6-mCherry in OlyA6-EGFP, vezanih na MLV s 
sestavo CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol), je pojav FRET opazen, kar je 
razvidno iz pojava akceptorskega emisijskega spektra z λmax  pri 601 nm, po ekscitaciji 
donorja (Slika 17C). Poleg akceptorskega emisijskega spektra (OlyA-mCherry), je prisoten 
tudi rep emisijskega spektra donorja (OlyA6-EGFP) (Slika 17B, 17C), kar prispeva h 
končnemu signalu in je rezultat ekscitacije donorja. V mešanici OlyA6-mCherry in OlyA6-
EGFP v raztopini nismo opazili, da pride do pojava FRET (Slika 17C). Opazen je samo 
signal donorja (rep emisijskega spektra), kot posledica ekscitacije istega, primerljiv z 
emisijskim spektrom samega OlyA6-EGFP v raztopini (Slika 17C, 18C). Na mikroskopskih 
slikah je razviden signal fluorescence v mešanici OlyA6-mCherry in OlyA6-EGFP, vezanih 
na membrane, ki vsebujejo CPE (Slika 17). V vzorcu z vezikli POPC/holesterol (1/1, 
mol/mol) nismo zaznali nobenega signala, kar potrjuje, da ne pride do vezave OlyA6 na 
lipidne membrane s takšno sestavo (Slika 17C, 17D). Dejstvo, da pride do pojava FRET pri 
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Slika 17. Pojav FRET med fluorescenčno označenim OlyA6 (OlyA6-EGFP in OlyA6-mCherry) ob 
interakciji z lipidnimi membranami, ki vsebujejo 5 mol% CPE. (A) Shemtaski prikaz fluorescenčnega para, 
kjer je OlyA6-EGFP donor in OlyA6-mCherry akceptor. (B) Shematski prikaz ekscitacijskih in emisijskih 
spektrov EGFP in mCherry. (C) Emisijski spekter OlyA-mCherry ob ekscitaciji OlyA-EGFP in ob interakciji z 
vezikli sestave CPE/POPC/Hol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol). (D) Fluorescenčna intenziteta OlyA6-mCherry ob 
pojavu FRET z vezikli, ki vsebujejo 5 mol%CPE. Z rdečimi kvadrati je označena skupina pikslov uporabljena za 
računanje povprečne intenzitete fluorescence, prikazana na grafu (C). CPE, ceramid fosfoetanolamin; Hol, 
holesterol; POPC, palmitoil-oleoil fosfatidilholin. 
 
vezavi fluorescenčno označenega OlyA6 samo na membranah, ki vsebujejo CPE, kaže, da se 
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Slika 18. Spektralne lastnosti fluorescenčno označenega OlyA6 v raztopini in ob interakciji z lipidnimi 
membranami, ki vsebujejo 5 mol % CPE. (A) Ekscitacija donorja (OlyA-EGFP) in emisijski filter (585-658 
nm) (B) Ekscitacija akceptorja (OlyA-mCherry) in emisijski filter (585-658 nm) (C) Fluorescenčni emisijski 
spekter OlyA-EGFP posnet v spektralnem območju od 585 do 650 nm v prisotnosti ali odsotnosti veziklov 
CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol) (D) Reprezentativna slika vzorca. Z rdečimi kvadrati je 
označena skupina pikslov uporabljena za računanje povprečne intenzitete fluorescence, prikazana na grafu (C) 
(E) Fluorescenčni emisijski spekter OlyA-mCherry posnet v spektralnem območju od 585 do 650 nm v prisotnosti 
ali odsotnosti veziklov CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol) (F) ) Reprezentativna slika vzorca. Z 
rdečimi kvadrati je označena skupina pikslov uporabljena za računanje povprečne intenzitete fluorescence, 
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4.4.2. Prikaz oblikovanja kompleksov OlyA na membranah, ki 
vsebujejo CPE, s krio-elektronsko mikroskopijo 
 
Da bi boljše razumeli interakcijo egerolizinov z membranami, ki vsebujejo CPE, smo vezavo 
OlyA6 (5 µM) in EryA (25 µM) vizualizirali s krio-elektronsko mikroskopijo. V primeru 
EryA smo morali uporabiti 5-krat višjo koncentracijo, da smo lahko zaznali vezavo, saj je 
afiniteta EryA do membran s CPE nižja od afinitete OlyA6 (Panevska in sod., 2019b). V 
primeru vezave OlyA6 na LUV s 5 mol% CPE smo opazili večje zgostitve proteina OlyA6 
na membrani (Slika 19A), ki niso bile prisotne pri LUV brez dodanega proteina (Slika 19B). 
Te večje strukture, proteinski kristali, so urejene, sestavljene iz vzporednih vrstic OlyA6 
(Slika 19C). V primeru vezave EryA na LUV z isto sestavo smo vezavo zaznali šele pri 5-
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Slika 19. Prikazi oligomernih kristalnih struktur OlyA6 na velikih unilamelarnih veziklih, ki vsebujejo 5 
mol% CPE, s krio-elektronsko mikroskopijo. (A) Oligomerni kristali OlyA6 (5 µM) na veziklih sestave 
CPE/POPC/Hol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol). (B) Prikaz veziklov brez dodanega proteina. (C) Prikaz OlyA6 
vezanega na membrano. Z rdečo puščico je prikazan OlyA6 na membrani, z rumeno puščico pa so prikazane 
urejene kristalne strukture. (D) Interakcija 25 µM EryA z vezikli iste sestave. Merilo-100 nm. CPE, ceramid 
fosfoetanolamin; Hol, holesterol; POPC, palmitoil-oleoil fosfatidilholin. 
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4.5. Prisotnost dveh konformacij CPE v membrani 
 
 
4.5.1. Interakcije OlyA6 in OlyA6 E69A z umetnimi lipidnimi 
membranami 
 
Da bi natančno ovrednotili kinetiko interakcij OlyA6 in OlyA6 E69A z LUV z različno 
lipidno sestavo, smo uporabili tehniko SPR. Pripravili smo (1) ekvimolarne LUV, ki 
vsebujejo tarčni sfingolipid in holesterol (CPE/POPC/holesterol, sfingomielin/holesterol), 
(2) LUV, ki ne vsebujejo holesterola (CPE/POPC, sfingomielin/POPC), in (3) LUV, na 
katere se OlyA6 ne veže (POPC/holesterol). Na senzorski čip L1? smo vezali LUV ter kot 
analite uporabili OlyA6 ali OlyA6 E69A. Glede na rezultate pridobljene z meritvami SPR 
predvidevamo, da mutanta OlyA6 E69A prepozna dve različni konformaciji CPE, saj pride 
do stabilne in ireverzibilne vezave z LUV, ki vsebujejo holesterol (CPE/POPC/holesterol) in 
LUV, ki ne vsebujejo holesterola (CPE/POPC) (Slika 20). OlyA6 pa prepozna samo 
membrane, ki vsebujejo kombinacijo CPE in holesterola (v ustreznih koncentracijah) (Slika 
20). Do reverzibilne in nestabilne vezave OlyA6 z membranami CPE/POPC lahko pride v 
primeru, da uporabimo visoko koncentracijo OlyA6. Z meritvami SPR smo potrdili rezultate 
Endallpy in sod. (2019), ki so pokazali, da OlyA E69A prepozna dve različni konformaciji 
sfingomielina v membrani ter podali natančnejši vpogled v kinetiko interakcije. OlyA E69A 
prepozna tako membrane sfingomielina/holesterola kot tudi sfingomielina/POPC. Vezava 
OlyA6 E69A na obe membrani je v primerjavi z OlyA6 močno ojačana in dodatno 
stabilizirana (Slika 21). Vezave OlyA6 in OlyA6 E69A nismo opazili na membranah 
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Slika 20. Interakcija OlyA6 in OlyA6 E69A z membranami, ki vsebujejo CPE. Z meritvami SPR je bila 
testirana interkacija OlyA6 (0,25 -1 µM) in OlyA6 E69A (0,25 -1 µM) z velikimi unilamelarnimi vezikli sestave 
CPE/POPC (1/1, mol/mol) in CPE/POPC/holesterol (1/1/1, mol/mol/mol). Prikazani so reprezentativni 
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Slika 21. Interakcija OlyA6 in OlyA6 E69A z membranami, ki vsebujejo sfingomielin. Z meritvami SPR 
je bila testirana interkacija OlyA6 (0,25-1 µM) in OlyA6 E69A (0,25-1 µM) z velikimi unilamelarnimi vezikli 
sestave SM/POPC (1/1, mol/mol) in SM/holesterol (1/1, mol/mol). Prikazani so reprezentativni senzorgrami. 
SM, sfingomielin; Hol, holesterol; POPC, palmitoil-oleoil fosfatidilholin. 
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4.5.2. Interakcije OlyA6 in OlyA6 E69A z umetnimi lipidnimi 
membranami narejenimi iz insektnih lipidov 
 
Lipidomske analize so pokazale, da celice Sf9 vsebujejo ~ 0,4 mol% holesterola (Novak in 
sod., 2020). Glede na to, da smo pokazali, da mutanta OlyA6 E69A prepozna tudi membrane 
s CPE brez holesterola, smo želeli ovrednotiti kinetiko vezave mutanta OlyA6 E69A na LUV 
narejene iz celokupnega lipidnega ekstrakta celic Sf9. Vezava OlyA6 E69A na LUV iz 
celokupnih lipidnih ekstraktov celic Sf9 je koncentracijsko odvisna in 5-krat močnejša od 
vezave OlyA6 (Slika 23). Interakcija OlyA E69A je stabilna, za razliko od OlyA6, kjer pride 







Slika 22. Interakcija OlyA6 in OlyA6 E69A z membranami POPC/holesterol. Z meritvami SPR je bila 
testirana interkacija OlyA6 (0,25-1 µM) in OlyA6 E69A (0,25-1 µM) z velikimi unilamelarnimi vezikli sestave 
POPC/holesterol (1/1, mol/mol). Hol, holesterol; POPC, palmitoil-oleoil fosfatidilholin. 
 
 
Panevska A. Interakcija egerolizinov iz gliv rodu Pleurotus z umetnimi in biološkimi membranami.                





Slika 23. Interakcija OlyA6 in OlyA6 E69A z velikimi unilamelarnimi vezikli, narejenimi iz 
celokupnega lipidnega ekstrakta celic Sf9. Z meritvami SPR je bila testirana interkacija OlyA6 (1-5 µM) 


















4.6. Interakcije fluorescenčnih različic egerolizinov s celicami 
 
S fluorescenčno mikroskopijo smo vizualizirali vezavo OlyA6-mCherry ali EryA-mCherry 
na membrane celic. Izbrali smo celice Sf9, celično linijo, ki v membranah vsebuje CPE, in 
celice MDCK, celično linijo, ki v membranah vsebuje sfingomielin. Pri izvedbi poskusa pri 
ekspozicijskem času 0,5 ms, je OlyA6-mCherry interagiral z obema tipoma celic (Sf9 in 
MDCK), medtem ko se je EryA-mCherry vezal samo na membrane insektnih celic Sf9 (Slika 
24). Vezava EryA na celice MDCK je bila šibka pri daljšem ekspozicijskem času, kar kaže 
na zelo nizko afiniteto tega egerolizina do sesalskih celic. Če smo OlyA6-mCherry 
predinkubirali z MLV z ekvimolarnimi koncentracijami CPE/POPC/holesterol, vezave na 
celice MDCK nismo zasledili, saj ima OlyA6-mCherry večjo afiniteto do CPE (Slika 25). 
Predinkubacija OlyA-mCherry z vezikli z ekvimolarnimi koncentracijami 
sfingomielin/holesterol in POPC/holesterol ni vplivala na vezavo proteina OlyA6-mCherry 
na membrane celic MDCK, kjer je sfingomielin poglavitni sfingolipid. 
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5 µM OlyA6-mCherry 5 µM EryA-mCherry 
Slika 24. Interakcija OlyA6-mCherry in EryA-mCherry z membranami celic MDCK in Sf9. Celice so 
bile označene z 5 µM OlyA6-mCherry ali 5 µM EryA-mCherry. Jedra (modro) so pobarvana z barvilom DAPI. 
Merilo, 20 µm. 
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Slika 25. Interakcija egerolizinov s celicami MDCK po predinkubaciji proteinov z vezikli različne sestave. 
Proteini OlyA6-mCherry (5 µM) ali EryA-Cherry (5 µM) so bili predinkubirani z multilameranimi vezikli 
ekvimolarne sestave CPE/POPC/holesterol, sfingomielin/holesterol ali POPC/holesterol in nato inkubirani s 
celicami MDCK. Jedra (modro) so pobarvana z barvilom DAPI. CPE, ceramid fosfoetanolamin; Hol, holesterol; 















   
 
 
4.7. Permeabilizacijska aktivnost egerolizinov ob prisotnosti PlyB 
 
4.7.1. Sproščanje kalceina iz malih unilamelarnih veziklov, ki 
vsebujejo CPE, ob dodatku egerolizinov v prisotnosti PlyB 
 
S testom permeabilizacije s kalceinom napolnjenih SUV s sestavo CPE/POPC/holesterol 
(5/47,5/47,5, mol/mol/mol) smo preučevali aktivnost glivnih egerolizinov v prisotnosti PlyB 
v molskem razmerju egerolizin/PlyB 12,5/1. Količina sproščenega kalceina narašča s 
koncentracijo dodanih proteinov in močno variira glede na sestavo lipidne membrane. 
Egerolizini OlyA6, PlyA2 in EryA brez dodatka proteinskega partnerja PlyB niso pokazali 
permeabilizacijske aktivnosti. Aktivnost proteinskih kompleksov OlyA6/PlyB in 
PlyA2/PlyB je bila primerljiva in v skladu z vezavnimi študijami (Slika 26A,B). Proteinski 
kompleks EryA/PlyB ima slabšo permeabilizacijsko aktivnost, saj se po 30 min pri najvišjih 
koncentracijah sprosti le ~20 % kalceina (Slika 26A,B). Kompleks OlyA6/PlyB 
permabilizira tudi SUV iz CPE/POPC, čeprav je aktivnost nižja (Slika 26C). Očitno je 
holesterol olajševalni faktor pri vezavni in permeabilizacijski aktivnosti OlyA6/PlyB 
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Slika 26. Permeabilizacijska aktivnost glivnih egerolizinov OlyA6, PlyA2 in EryA v kombinaciji s PlyB. 
(A) Sproščanje kalceina iz malih unilamelarnih veziklov sestave CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, 
mol/mol/mol), kot posledica permeabilizacijske aktivnosti OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB, EryA/PlyB (0,5 µM 
egerolizin/ 0,04 µM PlyB) (B) Koncentracijsko odvisna permeabilizacijska aktivnost OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB, 
EryA/PlyB na malih unilamelarnih veziklih sestave CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol). (C) 
Permebilizacijska aktivnost OlyA6/PlyB pri malih unilamelarnih veziklih različne sestave. (D) 
Permebailizacijska aktivnost OlyA6/PlyB na malih unilamelarnih veziklih, ki vsebujejo različno koncentracijo 




kompleksa. Aktivnost kompleksa OlyA6/PlyB je bila manjša pri veziklih 
sfingomielin/holesterol kot pri CPE/holesterol (Slika 26C). Z višanjem koncentracije CPE-
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Slika 27. Permeabilizacijska aktivnost kompleksa egerolizin/PlyB na celicah Sf9 in MDCK. (A) Sprememba 
viabilnosti insektnih celic Sf9 (A) in sesalskih celic MDCK (B), kot posledica inkubacije s kompleksi 
OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB. 
 
4.7.2. ATP test viabilnosti na celicah MDCK in Sf9 ob dodatku 
egerolizinov v prisotnosti PlyB 
 
Da bi ovrednotili permeabilizacijsko aktivnost kompleksov OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in 
EryA/PlyB na bioloških membranah, smo izvedli test viabilnosti ATP s celicami Sf9 
(vsebujejo CPE) in celicami MDCK (vsebujejo sfingomielin). Egerolizini brez proteinskega 
partnerja PlyB niso permeabilizirali testiranih celic Sf9 in MDCK (ni prikazano). Ob dodatku 
PlyB v molskem razmerju egerolizin/PlyB 12,5/1 je bila razvidna koncentracijsko odvisna 
permeabilizacija s kompleksi OlyA6/PlyB in PlyA2/PlyB pri obeh tipih celic (Slika 27). 
Kompleks EryA/PlyB je po 30 min permeabiliziral samo celice Sf9. Permeabilizacijska 
aktivnost EryA/PlyB na celicah Sf9 je bila slabša od aktivnosti ostalih dveh testiranih 
kompleksov, kar je v skladu s permeabilizacijskimi študijami na umetnih lipidnih 
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Slika 28. Prikaz por OlyA6/PlyB in EryA/PlyB na velikih unilamelarnih veziklih, ki vsebujejo CPE s krio-
elektronsko mikroskopijo. (A) Prikaz por OlyA6/PlyB pri uporabi 5 µM OlyA6 na velikih unilamelarnih veziklih 
sestave CPE/POPC/holesterol (5/47,5/47,5, mol/mol/mol). (B) Prikaz por EryA/PlyB pri uporabi 25 µM EryA na 
veziklih enake sestave. CPE-ceramid fosfoetanolamin, POPC- palmitoil-oleoil fosfatidilholin, Hol-holesterol. 
 
4.7.3. Prikaz por na membranah, ki vsebujejo CPE, s krio-
elektronsko mikroskopijo 
 
Za vizualizacijo por, ki jih kompleksi OlyA6/PlyB in EryA/PlyB oblikujejo na membranah 
LUV, ki vsebujejo 5 mol% CPE, smo uporabili krio-elektronsko mikroskopijo. Pore 
OlyA6/PlyB smo uspeli videti v velikem številu, saj se na membrani gosto pakirajo (Slika 
28A). Pore so rozetaste strukture s 13-merno simetrijo, identične poram, ki jih OlyA6/PlyB 
in PlyA/PlyB tvorijo na membranah s sestavo sfingomielin/holesterol (Ota in sod., 2013; 
Lukoyanova in sod., 2015). Dokazali smo tudi, da pride do nastanka por EryA/PlyB, čeprav 
PlyB ni naravni proteinski partner EryA. Pore EryA/PlyB smo uspeli vizualizirati pri 5-krat 
višji koncentraciji EryA, saj ima ta egerolizin slabšo afiniteto do lipidnih membran (Slika 
28B). Kljub 5-krat višji koncentraciji EryA/PlyB nismo zaznali por v velikem številu. Na 





















Panevska A. Interakcija egerolizinov iz gliv rodu Pleurotus z umetnimi in biološkimi membranami.                






4.8. Testi toksičnosti na izbranih rastlinskih škodljivcih 
 
Preliminarni presejalni testi toksičnosti proti različnim rastlinskim škodljivcem so pokazali, 
da proteinski kompleksi OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB nimajo toksičnega učinka 
na plodovo vinsko mušico (Drosophila suzukii), veliko žitno uš (Sitobion avenae), mokarja 
(Tenebrio molitor) ter velikega voščenega molja (Galleria mellonella) (Panevska in sod., 
2019b). Ugotovili smo, da so kompleksi OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB selektivno 
toksični za ličnike koruznega in ličinke koloradskega hrošča.  
 
4.8.1. Testi toksičnosti na ličinkah koruznega hrošča 
 
S testom toksičnosti, kjer smo komplekse egerolizin/PlyB namazali na površino gojišča, smo 
ugotovili, da imajo OlyA6/PlyB in PlyA2/PlyB statistično značilen učinek na preživelost 
ličink koruznega hrošča 7 dni po izpostavitvi (PlyA2/PlyB, P = 0,002; OlyA6/PlyB, P < 
0,0001). Učinek je razviden že pri 3. dnevu, saj so tretirane ličinke značilno krajše in lažje v 
primerjavi z negativno kontrolo (pufer). Pri kompleksu PlyA2/PlyB je bil učinek pri 3. dnevu 
viden pri 11,2 µg/cm2 končni koncentraciji kompleksa na umetni hrani, pri OlyA6/PlyB pa 
že pri 2,8, µg/cm2. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili kemijski insekticid Decis, kjer je 
100% smrtnost ličink opazna že po koncu 1. dneva tretiranja. 
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Slika 30. Kaplan-Meier krivulje preživelosti za ličinke koruznega hrošča in učinek egerolizinov na 
dolžino ličink. (A) Krivulje preživelosti ličink po izpostavitvi OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB tekom 
7 dnevnega testiranja. (B) Vpliv PlyA2/PlyB na dolžino ličink koruznega hrošča, 3. dan testiranja. (C) Vpliv 
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4.8.2 Testi toksičnosti na ličinkah koloradskega hrošča 
 
Za testiranje toksičnosti na ličinkah koloradskega hrošča smo liste krompirja namakali v 
raztopini proteinskih kompleksov egerolizin/PlyB ter s tako tretiranimi listi hranili ličinke 
koloradskega hrošča. Egerolizinski kompleksi so pokazali statistično značilno toksičnost in 
zmanjšali preživelost, kot tudi maso ličink, izmerjeno na 5. dan tretiranja. Kompleks 
EryA/PlyB je imel šibek učinek na L3+L4 ličinke koloradskega hrošča. Kot pozitivno 
kontrolo smo uporabili insekticid 0,1 % Actara, ki je povzročil 100% smrtnost že po 1. dnevu 
testiranja. Kompleks egerolizin/PlyB je imel učinek tudi na maso ličink (L1 + L2 and L3 + 
L4, P < 0,0001), saj so ličinke zelo počasi oz. sploh niso pridobivale na masi. Določili smo 
tudi LD50 za kompleks OlyA6/PlyB za ličinke koruznega in ličinke koloradskega hrošča. Za 
ličinke koloradskega hrošča znaša LD50 za OlyA6/PlyB 9 µg/cm
2, za ličinke koruznega 
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Slika 32. Kaplan-Meier krivulje preživelosti za ličinke koloradskega hrošča po tretiranju s kompleksi 
egerolizin/PlyB. (A,B). Vpliv kompleksov egerolizin/PlyB na spremembo mase ličink koloradskega hrošča 
(C,D). 
 




B   pufer 
 
OlyA6/PlyB 
Slika 31. Ličinke koloradskega hrošča po 5-ih dnevih tretiranja z OlyA6/PlyB. (A) Makroskopska 
primerjava med ličinkami koloradskega hrošča iz dveh tretmajev in sicer OlyA6/PlyB in pufer (negativna 
kontrola). (B) Razlike v prehranjevanju ličink koloradskega hrošča pri tretiranju z OlyA6/PlyB in pri tretiranju 
s pufrom (negativna kontrola).  
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5.1 Interakcija egerolizinov iz glivnega rodu Pleurotus z umetnimi 
in naravnimi lipidnimi membranami in membranskimi lipidi  
 
Dosedanje raziskave so pokazale, da se egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus, OlyA, OlyA6, 
PlyA in PlyA2, vežejo na lipidne membrane, sestavljene iz sfingomielina in holesterola 
(Sepčić in sod., 2004; Tomita in sod., 2004; Resnik in sod., 2011; Bhat in sod., 2013; Ota in 
sod., 2013; Skočaj et al., 2014). Vezava omenjenih egerolizinov poteka preko neposredne 
interakcije s specifično konformacijo sfingomielina, ki jo ta zavzame ob interakciji s 
holesterolom. Čeprav egerolizini ne interagirajo direktno s holesterolom, je potrebno vsaj ~ 
30 mol% holesterola, da pride do interakcije s sfingomielinom (Sepčić in sod., 2004; 
Endapally in sod., 2019). Poleg interakcije z membranami, sestavljenimi iz sfingomielina in 
holesterola, se je izkazalo, da se glivni egerolizini vežejo tudi na membrane, sestavljene iz 
CPE in holesterola, in sicer s 1000-krat višjo afiniteto kot na membrane s sestavo 
sfingomielin/holesterol (Bhat in sod., 2015; Kishimoto in sod., 2016). Pomembno dejstvo je, 
da egerolizin EryA iz vrste P. eryngii interagira samo z membranami, ki vsebujejo 
CPE/holesterol in ne z membranami sestave sfingomielin/holesterol (Bhat in sod., 2015), in 
da je najbolj specifičen do kombinacije lipidov CPE/holesterol. Za razliko od testiranih 
glivnih egerolizinov smo ugotovili, da se egerolizin bakterijskega izvora, Cry34Ab1, 
nespecifično veže na membrane z različno lipidno sestavo in ne kaže specifičnosti do CPE 
(Panevska in sod., 2019b). To je v skladu z dosedanjimi raziskavami, ki kažejo na to, da 
Cry34Ab1 interagira s proteinskimi receptorji, ki so prisotni v epitelnih celicah črevesja 
ličink koruznega hrošča (Li in sod., 2015; Narva in sod., 2017).  
Ceramid fosfoetanolamin je poglavitni sfingolipid v celičnih membranah nevretenčarjev, s 
fiziološko koncentracijo 2-6 mol% (Guan in sod., 2013). Zato smo se odločili ovrednotiti 
interakcijo glivnih egerolizinov z umetnimi lipidnimi membranami, ki vsebujejo 5 mol% 
CPE. Ugotovili smo, da se egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus vežejo na umetne lipidne 
membrane s 5 mol% CPE ali manj (do 1 mol%), kar je nakazovalo na možnost, da bodo 
testirani glivni egerolizini interagirali tudi z biološkimi membranami, ki vsebujejo CPE.  
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Za razliko od sfingomielina, naj CPE ne bi tvoril lipidnih raftov s holesterolom (Slotte, 2013), 
vendar ima holesterol zagotovo posredno vlogo pri interakciji egerolizinov s CPE. Interakcija 
egerolizinov z membranami sestave CPE/POPC je šibka in nestabilna, kar je še en dokaz, da 
je holesterol olajševalni faktor pri interakciji egerolizinov s CPE.  
Z metodo površinske plazmonske resonace smo ovrednotili interakcije egerolizinov z 
membranami, ki vsebujejo 5 mol% CPE in ugotovili, da OlyA6 in PlyA2 s takšnimi 
membranami interagirata v nizki koncentraciji (0,25 µM) in stabilno. Afiniteta egerolizina 
EryA do membran s 5 mol% CPE je šibkejša, saj smo potrebovali do 20-krat višjo 
koncentracijo EryA, da smo zaznali primerljiv nivo interakcije, ki je bila hkrati reverzibilna 
in nestabilna. Ti rezultati kažejo, da je afiniteta EryA tudi do bioloških membran, ki vsebujejo 
CPE, šibkejša v primerjavi z afiniteto OlyA6 in PlyA2. Očitno je, da imata OlyA6 in PlyA2 
višjo afiniteto do lipidnih membran ter da je odsotnost vezave EryA na membrane s sestavo 
sfingomielin/holesterol verjetno posledica splošne slabše afinitete do lipidnih membran.  
CPE in sfingomielin se razlikujeta v sestavi polarnih glav. CPE ima fosfoetanolaminsko 
polarno glavo, medtem ko ima SM fosfoholinsko polarno glavo. Ugotovili smo, da je KD 
egerolizinov iz glivnega rodu Pleurotus pri vezavi na fosfoetanolamin skoraj identična kot 
pri vezavi na fosfoholin in da je takšna KD 10
6-krat višja v primerjavi z afiniteto do CPE ali 
sfingomielina. Prav tako je EryA specifičen do CPE, ampak interagira z obema polarnima 
glavama. Očitno je, da testirani egerolizini ne interagirajo samo s polarno glavo lipida in da 
polarna glava ni poglavitni faktor drugačne lipidne specifičnosti EryA. Domnevali so, da je 
razlog specifičnosti EryA do CPE odsotnost kationske π interakcije, ki je prisotna pri OlyA6 
(W28-Y91) in PlyA2 (W28-S91) (Bhat in sod., 2015). Na 91. poziciji aminokislinskega 
zaporedja EryA je prisoten aminokislinski ostanek alanin. S točkovno mutacijo EryA A91Y 
smo ugotovili, da pridobljena mutanta ne spremeni specifičnosti do lipidnih membran in ne 
interagira s sfingomielinom (Trčak, 2020), kar nakazuje na to, da je specifičnost do CPE 
verjetno posledica razlik v vezavnem žepu, ki se nahaja blizu N terminusa in je del proteina, 
ki je ključen za interakcijo z membranami. Znano je, da so triptofanski ostanki blizu N 
terminusa (W28, W96, W6) pri OlyA6 in PlyA2 pomembni za interakcijo z lipidnimi 
membranami (Bhat in sod., 2013; Endapally in sod., 2019). Ugotovili smo, da so isti 
triptofanski ostanki tudi pri EryA pomembni za interakcijo z lipidnimi membranami in je 
verjetno vezavni žep za interakcijo z lipidi ohranjen med glivnimi egerolizini (Trčak, 2020). 
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Zanimivo je dejstvo, da je afiniteta egerolizinov iz gliv rodu Pleurotus do CPE 1000-krat 
višja kot do sfingomielina (Bhat in sod., 2015; Kishimoto in sod., 2016). Poleg polarnih glav 
se CPE in sfingomielin razlikujeta tudi v velikosti, kar je lahko pomemben faktor, ki prispeva 
k različni afiniteti.  
OlyA6 lahko razlikuje med dvema različnima konformacijama sfingomielina, eno ob 
interakciji sfingomielina s holesterolom in drugo, ko holesterola v membranah ni (Endapally 
in sod., 2019). S točkovno mutacijo glutamatskega ostanka na 69. poziciji (E69) se vezavni 
žep poveča in omogoči prepoznavo različnih konformacij sfingomielina v različnih 
orientacijah (Endapally in sod., 2019) (Slika 33). Ugotovili smo, da je isti glutamatski 
ostanek ključen tudi za prepoznavo različnih konformacij CPE v lipidnih membranah, in sicer 
ene v prisotnosti holesterola in druge, ko holesterola v membrani ni. To ni direkten dokaz za 
pojavo lipidnih domen CPE/holesterol, vendar je še en dokaz, da holesterol lahko vpliva na 
ureditveni parameter membran s CPE. 
S točkovno mutacijo aminokislinskega ostanka E69 se tudi afiniteta do CPE poveča in tako 
mutirana različica OlyA6 E69A močno in stabilno interagira s CPE brez prisotnosti 
holesterola. Ključni del sfingolipida CPE ali sfingomielina za interakcijo z Oly6 je ceramidni 
del, posredno pa vpliva tudi polarna glava preko interakcije z E69. Večja afiniteta do CPE 
kot do sfingomielina je verjetno tudi posledica kombinacije velikosti vezavnega žepa in 
polarne glave. Da bi ugotovili, zakaj EryA interagira samo z membranami, ki vsebujejo CPE, 
bi bilo potrebno določiti kristalno strukturo tega egerolizina, s pomočjo katere bi lahko 
natančno pogledali zgradbo in velikost vezavnega žepa, saj razlik med aminokislinskimi 
ostanki v vezavnem žepu med OlyA6 in EryA ni.  
Zanimivo je tudi to, da imata OlyA (izoforma OlyA6), za katerega je bilo pokazano, da 
interagira z membranami sestave sfingomielin/holesterol, in EryA, ki ne interagira s temi 
membranami, kar 97 % identičnost primarne zgradbe. Ena od razlik med OlyA in EryA, ki 
bi lahko vplival na interakcijo z lipidnimi membranami, je aminokislinski ostanek A91, za 
katerega smo ugotovili, da ne vpliva na specifičnost do lipidnih membran (Trčak, 2020). 
Da bi potrdili vezavo egerolizinov z membranami naravnih lipidov, smo naredili LUV iz 
ekstrakta celokupnih lipidov celic Sf9. Lipidomske raziskave so pokazale, da CPE 
predstavlja ~ 4 mol% membranskih lipidov celic Sf9, medtem ko je holesterol prisoten v 0,4 
mol% (Novak in sod., 2020). Z raziskavami na umetnih veziklih smo pokazali, da OlyA6 
prepozna membrane sestave CPE/holesterol v nizki koncentraciji (0,25 µM) in membrane 
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brez holesterola, CPE/POPC, v višji koncentraciji (5 µM). Poleg nizke koncentracije 
holesterola, je v membranah celic Sf9 prisoten tudi sfingomielin. Pokazali smo, da se OlyA6 
koncentracijsko odvisno veže na LUV sestavljene iz celokupnih lipidov celic Sf9 in 
previdevamo, da je ta vezava kombinacija interakcije s CPE, sfingomielinom in 
holesterolom. Pri mutirani različici OlyA6 E69A se asociacija poveča do 5-krat in je 
interakcija stabilna, za razliko od OlyA6, kjer pride do reverzibilne vezave. OlyA6 E69A 
prepozna različne konformacije CPE in ne potrebuje prisotnosti holesterola, s čimer smo 
potrdili, da bi bila ta mutirana različica proteina lahko biotehnološko zelo pomembna, saj je 



















Slika 33. Poravnava kristalnih struktur OylA6 in OlyA6 E69A. (A) Poravnava OlyA6 (modra barva), 
OlyA6 ob interakciji s sfingomielinom (oranžna barva) in OlyA6 E69A (vijolična barva). (B) Ob mutaciji 
E69A se vezavni žep poveča in omogoča prepoznavo dveh različnih konformacij sfingolipidov. Prikaz in 
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Iz izbranih insektov smo ekstrahirali tudi nepolarne lipide, saj smo prisotnost CPE 
pričakovali v nepolarni frakciji (Novak in sod., 2020). Iz ekstrakta nepolarnih lipidov smo 
naredili LUV in potrdili interakcijo s testiranimi egerolizini. V skladu s poskusi na umetnih 
lipidnih membranah, ki so pokazali, da je afiniteta EryA do lipidnih membran šibkejša, smo 
dobili tudi šibko interakcijo tega egerolizina z lipidnimi vezikli iz lipidnega ekstrakta 
insektov. Tako smo dokazali, da egerolizini OlyA6, PlyA2 in EryA interagirajo tudi z 
naravnimi lipidnimi ekstrakti, ki vsebujejo CPE. Natančne koncentracije holesterola v 
lipidnih ekstraktih ne poznamo, vendar predvidevamo, da je višja kot v membranah celic Sf9, 
saj ga insekti preko prehrane pridobivajo in vgrajujejo v membrane.  
Prisotnost lipidnega receptorja v membrani je poglaviti faktor, zaradi katerega pride do 
interakcije z egerolizini, vendar na interakcijo lahko vplivajo tudi drugi faktorji, kot je pH. 
Znano je, da je optimalen pH za interakcijo OlyA z membranami sestave 
sfingomielin/holesterol 6-7 (Berne in sod., 2005). Pokazali smo, da je vezava OlyA6 na 
lipidne membrane, ki vsebujejo CPE, optimalna pri pH 5,5, medtem ko je vezava EryA 
optimalna pri pH 6,5. Vrednosti pH 5-6 so značilne za notranjost črevesa hroščev (Felton in 
sod., 1992; Moreira in sod., 2017). 
Med preučevanjem interakcij egerolizinov iz rodu Pleurotus z lipidnimi membranami smo 
ugotovili, da posamezni monomeri OlyA6 interagirajo tudi med seboj. S fluorescenčno 
mikrospektroskopijo smo potrdili, da ob interakciji OlyA6-EGFP in OlyA6-mCherry z 
membranami, ki vsebujejo 5 mol% CPE, pride do prenosa energije (FRET), pri katerem je 
OlyA6-EGFP donor in OlyA6-mCherry akceptor (Albertazzi in sod., 2009). Razdalja med 
monomeri OlyA6 naj bi bila manjša kot 5,1 nm, kar ustreza Fosterjevem polmeru (Albertazzi 
in sod., 2009). To dejstvo smo potrdili tudi s krio-elektronsko mikroskopijo, saj smo na 
lipidnih membranah opazili urejene oligomerne kristalne strukture OlyA6. Z višanjem 
koncentracije OlyA6 naj bi se kristalna struktura na membrani povečala in inhibirala litično 
aktivnost ob dodatku proteinskega partnerja PlyB (Ota in sod., 2013). Kristalne strukture 
EryA pri 5-krat višji koncentraciji na membrani nismo zaznali, kar je še en dokaz, da ima 
EryA slabšo afiniteto do lipidnih membran. Biološka vloga takšnih urejenih struktur OlyA6 
na membrani je zaenkrat neznana, vendar pa je lahko povezana z zaščito celic in vplivom na 
signalizacijske poti. 
Glede na to, da smo potrdili in opisali interakcije OlyA6, PlyA2 in EryA z umetnimi lipidnimi 
membranami, ki vsebujejo CPE, smo pričakovano potrdili tudi interakcijo fluorescenčno 
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označenih egerolizinov z biološkimi membranami oz. membranami izbranih celic. V naših 
raziskavah smo kot modelni sistem za preučevanje interakcije egerolizinov z biološkimi 
membranami uporabili insektne celice Sf9, saj je bila z lipidomskimi raziskavami v teh 
celicah dokazana prisotnost 4 mol% CPE (Novak in sod., 2020). Tako OlyA6 kot tudi EryA 
interegirata z membranami celic Sf9, in sicer z lipidom CPE (Novak in sod., 2020), medtem 
ko s sesalskimi celicami MDCK, ki vsebujejo sfingomielin (Sampaio in sod., 2011), 
interegira samo OlyA6. Da je afiniteta OlyA6 višja do lipida CPE kot do sfingomielina smo 
potrdili tudi, ko smo predinkubirali OlyA6 z membranami, ki vsebujejo CPE, in nato preverili 
vezavo na sesalske celice.Do vezave ne sesalske celice ni prišlo, ker je ves OlyA6 ostal vezan 
na membrane veziklov, ki vsebujejo CPE. 
 
5.2 Interakcija kompleksov OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB 
z naravnimi in umetnimi lipidnimi membranami  
 
Vezavne študije glivnih egerolizinov z lipidnimi membranami smo ponovili tudi ob 
prisotnosti proteinskega partnerja PlyB. Pokazano je bilo, da OlyA6 ali PlyA tvorita 13-
merne transmembranske pore v prisotnosti PlyB v lipidnih membranah, ki vsebujejo 
sfingomielin (Ota in sod., 2013; Lukoyanova in sod., 2015). Pokazali smo, da je interakcija 
glivnih egerolizinov OlyA6, PlyA2 in EryA ojačana in stabilizirana v prisotnosti PlyB. To 
smo potrdili na umetnih lipidnih membranah, ki vsebujejo 5 mol% CPE, na veziklih narejenih 
iz celokupnega lipidnega ekstrakta celic Sf9, in tudi na veziklih narejenih iz ekstrakta 
nepolarnih lipidov izbranih insektov (Slika 11, 12, 15, 16) . Poleg PlyB sintetizirajo glive iz 
rodu Pleurotus (Pleurotus eryngii) tudi erilizin B (EryB), ki si s PlyB deli 97 % identičnost 
v aminokislinskem zaporedju (Shibata in sod., 2010). EryB naj bi bil naravni proteinski 
partner EryA. Čeprav PlyB stabilizira in ojača vezavo EryA, se je postavilo vprašanje, ali bi 
bila v prisotnosti partnerja EryB vezava na lipidne membrane močnejša in bolj stabilina v 
primerjavi s PlyB. Presenetljivo, EryB ni dodatno ojačal vezave EryA (Mravinec, 2020) in 
je imel enak učinek kot PlyB, kar govori v prid temu, da je za litični oz. toksični učinek 
kompleksa egerolizin/PlyB ključna prvotna interakcija egerolizinov z membrano.  
V nadaljevanju doktorske naloge smo želeli ovrednotiti litični učinek kompleksa 
egerolizin/PlyB na lipidnih membranah, ki vsebujejo CPE. Začeli smo z umetnimi lipidnimi 
membranami, ki vsebujejo 5 mol% CPE, nadaljevali na modelnih celičnih linijah in na koncu 
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preverili tudi potencialni toksični učinek na organizme, katerih membrane vsebujejo CPE. 
Pokazali smo, da kompleksi OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB permeabilizirajo 
membrane, ki vsebujejo < 5 mol% CPE, kar je fiziološka koncentracija CPE, ki jo zasledimo 
v bioloških membranah (Guan in sod., 2013; Novak in sod., 2020). Razvidno je, da je litični 
učinek na membranah, ki vsebujejo CPE in holesterol, 5-krat večji kot litični učinek na 
membranah sfingomielin/holesterol. Sklepamo, da holesterol ni neposredni receptor, vendar 
olajša vezavo in poveča litično aktivnost, saj je litična aktivnost na membranah sestave 
CPE/POPC 10-krat manjša. Litični učinek OlyA6/PlyB je bil pokazan tudi na veziklih iz 
celokupnega lipidnega ekstrakta celic Sf9 (Novak in sod., 2020). Čeprav bi pričakovali, da 
je razlog za manjši litični učinek EryA/PlyB prisotnost proteinskega partnerja PlyB namesto 
EryB, je razlog izključno slabša interakcija EryA z membrano oz. manjša afiniteta, kar smo 
potrdili z vezavnimi študijami, krio-elektronsko mikroskopijo in z rezultati 
permeabilizacijskih testov, pri katerih smo namesto PlyB uporabili EryB (Mravinec, 2020). 
Nastanek trinajstmerne pore OlyA6/PlyB smo potrdili s krio-elektronsko mikroskopijo in 
pokazali, da pride do nastanka identičnih por na različnih lipidnih membranah: tistih, ki 
vsebujejo sfingomielin in holesterol (Ota in sod., 2013; Lukoyanova in sod., 2015), in tistih, 
ki vsebujejo CPE in holesterol. Predvidevamo tudi, da je mehanizem oblikovanja 
transmembranske pore v membranah, ki vsebujejo CPE, enak že opisanemu mehanizmu 
oblikovanja por v membranah, ki vsebujejo sfingomielin (Lukayanova in sod., 2015).  
Dokazali smo tudi prisotnost por EryA/PlyB in potrdili, da gre za enake 13-merne pore kot v 
primeru OlyA6/PlyB na membranah, ki vsebujejo sfingomielin/holesterol ali CPE/holesterol 
oz. PlyA/PlyB na membranah, sestavljenih iz sfingomielina in holesterola. 
Transmembranske pore egerolizin/PlyB se tvorijo tudi v bioloških membranah, ki vsebujejo 
ustrezni lipidni receptor in so kompleksi OlyA6/PlyB in PlyA2/PlyB toksični tako za sesalske 
celice kot tudi za insektne celice. V skladu z nižjo afiniteto EryA do lipidnih membran je 
toksičnost za insektne celice manjša v primerjavi z ostalimi proteinskimi kompleksi. 
Toksičnost kompleksa EryA/PlyB na sesalskih celicah ni razvidna, vendar ni izključeno, da 
bi do toksičnega učinka prišlo, če bi bile celice izpostavljene kompleksom EryA/PlyB dalj 
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5.3. Biotehnološki potencial kompleksov OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB 
in EryA/PlyB  
 
Glede na dejstvo, da glivni egerolizini specifično interagirajo z insektnim sfingolipidom CPE 
in ob prisotnosti proteinskega partnerja PlyB tvorijo poro v membrani, kot tudi to, da je 
potreba po novih in učinkovitih bioinsekticidih v eksponentni rasti, smo se odločili preveriti 
toksični učinek kompleksov egerolizin/PlyB na izbranih insektnih škodljivcih.  
Znan bakterijski egerolizin, ki je v uporabi kot bioinsekticid, je Cry34Ab1, ki na ličinkah 
koruznega hrošča deluje v kombinaciji s proteinskim partnerjem Cry35Ab1 (Moellenbeck in 
sod., 2001). V naših raziskavah smo pokazali, da Cry34Ab1 ne kaže specifičnosti do 
testiranih lipidov in lipidnih membran, kar je v skladu z dejstvom, da ta toksin deluje preko 
proteinskega receptorja (Li in sod., 2015; Narva in sod., 2017). Preko istega mehanizma 
deluje tudi AflP-1A, bakterijski egerolizin iz A. faecalis (Yalpani in sod., 2017). Podobno 
kot v primeru egerolizina Cry34Ab1 in AflP-1A, so tudi glivni egerolizini OlyA6, PlyA2 in 
EryA pokazali toksični učinek na ličinke koruznega hrošča (Diabrotica virgifera virgifera). 
Egerolizini v prisotnosti PlyB kažejo tudi toksičnost proti ličinkam koloradskega hrošča 
(Leptinotarsa decemlineata). Toksičnih učinkov egerolizinov v prisotnosti PlyB nismo 
zasledili pri plodovi vinski mušici (Drosophila suzukii), veliki žitni uši (Sitobion avenae), 
mokarju (Tenebrio molitor) ter pri velikem voščenem molju (Galleria mellonella). 
Toksičnost smo razen na insektih testirali tudi na rastlinsko-parazitskih ogorčicah 
(Meloidogyne spp.) ter na polžih rodu Arion, kjer nismo zaznali toksičnega učinka 
kompleksov egerolizin/PlyB (Panevska in sod., 2019b). Izkazalo se je, da je toksični učinek 
specifičen za hrošče družine Chrysomelidae, v katero sodijo koruzni in koloradski hrošč.  
Tako Cry34Ab1 kot tudi OlyA6 povzročata določeno remodeliranje bioloških membran, 
vendar posamezna egerolizina (brez proteinskega partnerja) ne kažeta toksičnega učinka 
(Skočaj in sod., 2016; Bowling in sod., 2017). 
Kompleksi OlyA6/PlyB in PlyA2/PlyB imajo statistično značilen učinek na preživelost ličink 
koruznega hrošča pri 7. dnevu tretiranja. Učinek je razviden že pri 3. dnevu, saj so tretirane 
ličinke značilno krajše in lažje v primerjavi z negativno kontrolo. To je posledica prekinitve 
prehranjevanja ličink, ki se odrazi v stradanju in smrtnosti ličink. 
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Egerolizinski kompleksi so pokazali statistično značilne rezultate in zmanjšali preživelost in 
tudi maso ličink koloradskega hrošča pri 5. dnevu tretiranja. Vrednosti LD50 za kompleks 
OlyA6/PlyB za ličinke koloradskega hrošča in koruznega hrošča so nižje oz. v skladu z že 
znanimi LD50 vrednostmi za bakterijske egerolizine (Cry34Ab1 in AflP-1A), ki v 
kombinaciji s proteinskimi partnerji delujejo toksično na ličinke koruznega hrošča (Shlotter 
in Storer, 2009; Panevska in sod., 2019b). 
Specifičnost egerolizinov iz glivnega rodu Pleurotus do ličink koruznega in koloradskega 
hrošča je lahko posledica fizioloških razlik med različnimi družinami insektov. pH črevesja 
v različnih vrstah reda Coleoptera je okoli 6 (Felton in sod.,1992; Moreira in sod., 2017), kar 
je v skladu z optimalnim pH za vezavo egerolizinov na lipidne membrane (Berne in sod., 
2005). Prav tako lahko proteolitični encimi, prisotni v srednjem črevesju odpornih vrst, 
delujejo na egerolizine ali pa je receptor v srednjem črevesju nedostopen zaradi prisotnosti 
glikokaliksa. Sprva smo predvidevali, da imajo egerolizini še dodatni receptor - glikolipid ali 
glikoprotein - vendar zaenkrat nismo potrdili interakcije z nobenim od 403 testiranih 
insektnih glikanov, kot tudi z nobenim od 611 človeških glikanov (Ota, 2014). Opazili smo, 
da je rast ličink po zaužitju egerolizinskih kompleksov upočasnjena in je ta učinek podoben 
tistemu, ki ga opazimo pri ličinkah tretiranih s Cry34Ab1/Cry35Ab1 in ki je posledica 
poškodb v srednjem črevesju ličink koruznega hrošča, ki povzročijo stradanje ličink 
(Bowling in sod., 2017). Predvidevamo, da gre kljub različnim receptorjem za podoben 
patofiziološki učinek, in da egerolizini v kombinaciji s PlyB povzročajo poškodbe v srednjem 
črevesju ličink preko lize epitelnih celic, zaradi katere pride do stradanja ličink in 
posledičnega umiranja. Učinek kompleksov egerolizin/PlyB je v skladu z dosedanjimi 
opisanimi učinki bioinsekticidov in se razlikuje od učinka neonikotinoidnih pesticidov, ki 
delujejo toksično na živalski živčni sistem. 
Egerolizini iz glivnega rodu Pleurotus bi se lahko zaradi njihove specifične interakcije s CPE 
in permeabilizacijske aktivnosti v prisotnosti PlyB uporabili za razvoj nove generacije 
bioinsekticidov v obliki transgenih rastlin ali rastlin, modificiranih s CRISPR/Cas sistemom. 
Glede na njihovo specifično interakcijo z lipidnim receptorjem predvidevamo, da bodo taki 
kompleksi upočasnili razvoj odpornosti, ker so lipidi, za razliko od proteinov, manj podvrženi 
spremembam, ki so posledica mutacij encimov vključenih v lipidno biosintezo. To je tudi 
glavna prednost uporabe glivnih egerolizinov pred bakterijskim egerolizinom Cry34Ab1, ki 
deluje na proteinski receptor, ki je že mutiral in omogočil razvoj odpornosti pri ličinkah 
koruznega hrošča (Jakka in sod., 2016). Ne izključujemo dejstva, da imajo egerolizini v 
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glivah rodu Pleurotus pleiotropno funkcijo in lahko delujejo kot del obrambnega mehanizma 
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6. ZAKLJUČEK  
 
Egerolizini OlyA6, PlyA2 in EryA iz glivnega rodu Pleurotus specifično interagirajo z 
nevretenčarskim membranskim lipidom CPE. Njihovi vezavi na membrano sledi vezava 
partnerskega proteina PlyB, s katerim egerolizini tvorijo bikomponentne heteromerne 
transmembranske pore. Egerolizini sami ne morejo tvoriti transmembranskih por, lahko pa v 
višjih koncentracijah tvorijo urejene kristalne strukture na membrani, ki inhibirajo tvorbo 
por. Transmembranske pore v membranah, ki vsebujejo 5 mol% CPE, se tvorijo v prisotnosti 
proteinskega partnerja PlyB s čimer smo potrdili prvo hipotezo. Te pore so 13-merne ter 
identične poram, ki so že opisane na membranah, sestavljenih iz sfingomielina in holesterola. 
Uspeli smo pokazati, da zgoraj omenjeni egerolizini interagirajo z membranami, ki vsebujejo 
zelo nizko koncentracijo CPE (do 1 mol%), kar ustreza koncentraciji CPE, ki jo najdemo v 
membranah insektov. Ta specifična interakcija je lahko ključnega pomena za razvoj 
bioinsekticidov nove generacije, saj gre za do sedaj edine opisane insekticidne proteinske 
komplekse, ki se vežejo na lipidni membranski receptor s čimer smo potrdili drugo hipotezo. 
Za pričakovati je namreč, da zaradi lipidne narave receptorja ne bo prišlo do razvoja 
rezistence, ali da bo ta proces bistveno počasnejši kot v primeru proteinskih receptorjev. 
OlyA6 in PlyA2 kažeta podobno afiniteto do CPE in njuni kompleksi s PlyB so bolj toksični 
od kompleksov EryA/PlyB, ki se tudi slabše vežejo na lipidno membrano. Po drugi strani je 
vezava EryA bistveno bolj specifična do CPE. OlyA6 in PlyA2 v membrani prepoznata tudi 
sfingomielin, vendar je ta interakcija 1000-slabša od interakcije s CPE.  
Interakcijo s CPE smo opisali in dokazali na treh nivojih: na umetnih lipidnih sistemih, na 
modelnih celičnih linijah in na izbranih organizmih. Specifična toksičnost egerolizinskih 
kompleksov do ličink koloradskega hrošča in do ličink koruznega hrošča je lahko posledica 
specifičnih fizoloških pogojev, kot je pH v prebavilu žuželk, odsotnost CPE ali prisotnost 
dodatnega receptorja. Z našo raziskavo smo tudi korak bližje k odkrivanju biološke vloge 
egerolizinov, saj predvidevamo, da glive rodu Pleurotus uporabljajo egerolizine za zaščito 
pred insektnimi škodljivci. 
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1. Egerolizini OlyA6, PlyA2 in EryA iz glivnega rodu Pleurotus specifično interagirajo 
z nevretenčarskim membranskim lipidom CPE v koncentraciji, ki jo najdemo v 
membranah insektov. 
 
2. Egerolizini OlyA6, PlyA2 in EryA ob prisotnosti proteinskega partnerja PlyB tvorijo 
transmembranske pore v membranah, ki vsebujejo CPE. 
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